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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Pegyliertes Interferon alpha (peg-IFNa) flhrt nur bei etwa 29 % der behandelten Hepatitis-
D-Virus (HDV)-infizierten Patient:innen zu einem zufriedenstellenden Ansprechen mit an-
haltender Repression der HDV-RNA (Abdrakhman et al. 2021). Als lange Zeit einzig ver-
fugbares Medikament hat es dennoch einen hohen Stellenwert in der HDV-Therapie einge-
nommen. Die Zulassung des Hepatitis-B-Virus (HBV)/HDV-Entry-Inhibitors Bulevirtid 2020
hat zwar neue Mdéglichkeiten in der HDV-Behandlung aufgezeigt, fuhrt in der Monotherapie
jedoch ebenfalls nur bei etwas weniger als der Halfte aller Patient:innen zu einer deutlichen
Reduktion der HDV-Parameter (Wedemeyer et al. 2023) und zeigt in unterschiedlichen
klinischen Studien in Kombination mit peg-IFNa eine hdhere Resonanz als in der alleinigen
Verabreichung. AuRerdem konnte fir Bulevirtid allein im Vergleich zu peg-IFNa bislang kein
Effekt auf die Suppression des Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) nachgewiesen werden,
was wiederum mit der langfristigen Reduktion der HDV-RNA korreliert (Lampertico et al.
2022, Wedemeyer et al. 2020). Beiden Medikamenten wird ein synergistischer Effekt zu-
gesprochen, weshalb in den entsprechenden Leitlinien bei geeigneten Patient:innen auch
die Erwagung einer Kombinationstherapie beider Praparate empfohlen wird (Brunetto et
al. 2023, Cornberg et al. 2021, Sandmann et al. 2023).

Die Frage, warum peg-IFNa nur so geringe Heilungsraten fur die HDV-Infektion erzeugt,
hat in den letzten Jahren viele Arbeitsgruppen beschaftigt und bleibt weiterhin unklar. Inter-
feron alpha (IFNa) tragt als immunmodulierende Substanz unter anderem uber eine Stimu-
lation von Interferon-stimulierten Genen (ISG) und Beeinflussung von beispielsweise natur-

lichen Killerzellen zur HDV-Abwehr bei (Sandmann und Wedemeyer 2023).

Nichtsdestotrotz wurde in verschiedenen Studien eine HDV-Resistenz gegenulber IFNa in
humanisierten Mausen (Chida et al. 2023, Ye et al. 2019) sowie stabil infizierten primaren
humanen Hepatozyten (PHH) und Tumorzellen (Chang et al. 2006, Han et al. 2011, llan
etal. 1992, Lempp et al. 2019, McNair et al. 1994, Zhang et al. 2018) aufgezeigt und ein
Effekt auf die vorhandene HDV-RNA-Menge in vitro trat lediglich bei IFN-Behandlung vor
oder kurz nach dem Infektionszeitpunkt auf (Han et al. 2011). Daraus wurde die Hypothese
abgeleitet, dass IFNa im HDV-Lebenszyklus lediglich im friihen Stadium auf Ebene des
Zelleintritts in den Hepatozyten wirkt (Han et al. 2011) und IFNa daher die Ausbreitung von
HDV verhindert (Zhang et al. 2018).

Allerdings sollte beriicksichtigt werden, dass all diese Versuche mit einem bestimmten Zell-
kultur-generierten Virusstamm (Zugriffsnummer GenBank: AJ000558, im Folgenden HDV-
1cc genannt) durchgefihrt wurden. HDV-1cc wurde bereits 1988 aus der Leber eines HDV-
infizierten Waldmurmeltieres isoliert, sequenziert und kloniert und stammt urspriinglich aus

humanem HDV-infizierten Serum. Vor Infektion des Waldmurmeltiers wurde es dazu noch
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einer mehrfachen seriellen Ubertragung in Schimpansen unterzogen (Kuo et al. 1988).
Zhang et. al bestatigten die Interferon-Resistenz bei HDV-1cc kirzlich erneut in Huh7-
NTCP-Zellen und stellten eine IFNa-Wirkung auf HDV-1cc sowie einen patientengenerier-
ten HDV-1-Stamm aus Athiopien und HDV-3 ausschlieRlich im Rahmen der Zellteilung fest.
Sie gehen daher ebenfalls lediglich von einem exogenen Interferon-Effekt auf die Zelltei-

lungs-vermittelte HDV-Ausbreitung aus (Zhang et al. 2022).

Im Gegensatz dazu konnte fiir einen neuen HDV-Virusstamm vom Genotyp 1, welcher aus
dem Serum eines HBV/HDV-infizierten Patienten in Hamburg isoliert wurde (im Folgenden
HDV-1p genannt, Zugriffsnummer NCBI: OL825606), der spater eine anhaltende HDV-Re-
pression erreichte (Giersch et al. 2021a), eine Wirksamkeit von peg-IFNa in Bezug auf die
HDV-Replikation in stabil HBV- und HDV-infizierten immundefizienten humanisierten Mau-
sen belegt werden (Giersch et al. 2017). Die intrahepatische Menge an sowohl genomi-
scher und antigenomischer HDV-RNA, reprasentativ fir die HDV-Replikation, sowie die An-
zahl Hepatitis D Antigen (HDAQ)-positiver Hepatozyten konnte nach 4-wéchiger Behand-
lung in zuvor Uber 10 Wochen lang ko-infizierten Mausen mit stabiler Viramie deutlich re-
duziert werden (Giersch et al. 2017).

HDV-1p wurde daraufhin im Vorfeld dieser Dissertation sequenziert, kloniert und in vivo im
humanisierten Mausmodell auf die Interferonsensitivitat getestet und mit HDV-1cc und
HDV-3 verglichen (Giersch et al. 2021a, Hendricks 2022, Hermanussen 2021). Auch hier
zeigte sich ein Ansprechen auf peg-IFNa des neuen Virusstammes. Wahrend 6 Wochen
nach HDV-1p-Superinfektion stabil HBV-infizierter Mause etwa 42 % HDAg-positive He-
patozyten ausgemacht wurden, waren es nach peg-IFNa-Behandlung tUber 4 Wochen le-
diglich 4 % und es trat eine starke Reduktion der HDV-Viramie ein (Giersch et al. 2021a)
und auch HDV-3-infizierte Mause zeigten einen deutlichen Abfall der intrahepatischen HDV-
RNA (Hendricks 2022, Hermanussen 2021). Im Vergleich dazu sank in HDV-1cc-infizierten
Mausen zwar die HBV-Viruslast, peg-IFNa hatte jedoch keinen Effekt auf die HDV-Para-
meter (Giersch et al. 2021a). Diese Daten sind 2023 zusammen mit einem Teil der in dieser
Arbeit dargestellten Zellkulturversuche in einer Publikation verdffentlicht worden (Giersch
et al. 2023). Ziel dieser Dissertation ist es, den HDV-1p-Stamm weiter zu charakterisieren
und das Ansprechen auf IFNa in vitro zu evaluieren. Da sich in den Mausen bei HDV-1p-
Infektion nebenbefundlich zudem eine Reduktion der Expression des Rezeptors NTCP
(Natrium Taurocholate ko-transportierendes Polypeptid) bei Therapie mit peg-IFNa gezeigt

hatte (Giersch et al. 2023), wurde auch die Messung der Expression in vitro durchgeflhrt.

PHHs stellen derzeit den Goldstandard in Bezug auf die HDV-Zellkultur dar und bieten ins-
besondere den Vorteil einer erhaltenen angeborenen Immunantwort (Lee et al. 2023). Da

die Infektionsraten von HBV und HDV in PHHSs in vitro jedoch eher gering ausfallen und
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sehr von Qualitat und Herkunft der Hepatozyten abhangen (Lee et al. 2023), wurde flr
diese Fragestellung zunachst ein neues Zellkulturmodell genutzt, in welchem bereits in vivo
stabil HDV- und/oder HBV-infizierte humane Hepatozyten aus humanisierten Mausen iso-
liert, in Zellkultur gebracht und dann in vitro mit IFNa behandelt wurden. Dieses Modell hat
sich im Vorfeld bereits zur Untersuchung der HBV-Infektion (Bockmann et al. 2021a) und
einer zusatzlichen in vitro durchgefiihrten HDV-Superinfektion (Bockmann et al. 2021b)

bewahrt. Im Anschluss folgte ein herkdmmlicher Versuch mit kryokonservierten PHHSs.

Es ergaben sich folgende Ziele der Arbeit:

Das beschriebene Zellkulturmodell um in vivo ko-infizierte PHHs erweitern.

2. Die IFNa-Sensitivitat von HDV-1p in Zellkultur in bereits in vivo infizierten PHHs im
Rahmen einer Ko- oder Superinfektion belegen.

3. Die IFNa-Sensitivitat von HDV-1p und HDV-1cc in vitro im Rahmen einer Monoin-
fektion in kryokonservierten PHHs vergleichen, um das Ansprechen auf IFNa auch
in einem Standard-Modell, das fir andere Arbeitsgruppen zuganglich ist, zu zeigen.
Den Einfluss von IFNa auf die NTCP-Expression in HDV-infizierten PHHSs prufen.
Neue Informationen zum Wirkmechanismus von IFNa im Rahmen der HDV-Infek-
tion beitragen und Hypothesen zum Resistenz-Mechanismus von HDV-1cc gegen-

Uber IFNa formulieren.



2. Einleitung

2.1 Das Hepatitis-D-Virus

Bereits 1977 wurde ein neues virales Antigen in Lebern von Hepatitis-erkrankten Patient:in-
nen identifiziert , wobei zunachst unklar war, ob es sich dabei um eine HBV-Variante oder
ein eigenstandiges Pathogen handelt . Einige Jahre spater wurde eine zugehdrige RNA
identifiziert und zum Genom des neuartigen Hepatitis-Delta-Virus (HDV) erklart (Rizzetto
1983, Rizzetto et al. 1980b). Als Satellitenvirus bendtigt dieses das Hepatitis-B-Virus (HBV)
als Helfervirus, indem es sein Oberflachenprotein, das Hepatitis B surface Antigen (HBsAg),
fur seine eigene Hille verwendet (Ponzetto et al. 1984, Rizzetto et al. 1980b). Im Volks-
mund wird HDV daher gelegentlich auch als "Huckepack-Virus" bezeichnet (Der Spiegel
1984).

2.1.1 Struktur und Replikation

Das HDV-Genom besteht aus einer zirkularen, kovalent geschlossenen Einzelstrang-RNA
negativer Polaritat (Chen et al. 1986, Kos et al. 1986, Wang et al. 1986), je nach Genotyp
bestehend aus 1668 bis 1697 Nukleotiden (Le Gal et al. 2017), und ist somit das kleinste
derzeit bekannte human-pathogene Virus. Seine Struktur besitzt Ahnlichkeit zu einigen
pflanzlichen Erregern, den sogenannten Viroiden (Wang et al. 1986). Aufgrund von Uber
70 % Basenpaarungen besitzt die HDV-RNA die Fahigkeit, sich selbst in eine unverzweigte,

stabchenférmigen Struktur zu falten (Kuo et al. 1988).

Im Rahmen der HDV-Replikation liegt das HDV-Genom in insgesamt drei verschiedenen
RNAs vor. Uber den sogenannten double-Rolling-Circle-Mechanismus wird die genomische
RNA (Minus-Strang) zunachst in einen vollstdndig komplementaren, antigenomischen
RNA-Strang (Plus-Strang) abgeschrieben, welcher dann wiederum als Vorlage fur eine
neue genomische RNA dient. Dies geschieht ohne Bildung von DNA-Zwischenprodukten
(Lai 2005, Negro et al. 1989). Da HDV keine eigene Polymerase kodiert, werden zur Rep-
likation die RNA-Polymerasen der Wirtszelle genutzt (Greco-Stewart et al. 2009, Li et al.
2006, MacNaughton et al. 2002, 1991). Die einzige enzymatische Aktivitat des HDV selbst
besteht aus einer Sequenz auf sowohl genomischer als auch antigenomischer RNA, welche
als Ribozym fungiert und die RNA wahrend der Replikation spaltet (Lucifora und Delphin
2020, Sharmeen et al. 1988).



Die antigenomische RNA beinhaltet zudem ein offenes Leseraster (englisch: open reading
frame, ORF) fur eine 0,8-kb grol3e, lineare mMRNA, die das einzige durch HDV selbst pro-
duzierte Protein kodiert, das Hepatitis D Antigen (HDAg) (Weiner et al. 1988). Dieses weist
eine HDV-spezifische RNA-bindende Aktivitat auf (Chang et al. 1988) und formt stabile
Ribonukleoprotein-Komplexe (Abbildung 2) mit der genomischen HDV-RNA (Ryu et al.
1993). Dabei werden zwei Varianten des Antigens unterschieden (Bergmann und Gerin
1986): das small HDAg (S-HDAg, 24 kDa, 195 Aminosauren) fordert die Replikation (Kuo
et al. 1989), wahrend das large HDAg (L-HDAg, 27-kDa, 214 Aminosauren) diese inhibiert
(Chao et al. 1990) und eine wichtige Rolle bei der Assemblierung, also dem Zusammenbau
der Proteine und Nukleinsduren zum fertigen Virus, spielt (Chang et al. 1991). Beide Anti-
gene werden vom gleichen offenen Leseraster kodiert (Weiner et al. 1988) und befinden
sich im Zellkern (Chang et al. 1988). Durch eine post-transkriptionelle RNA-Modifikation
der antigenomischen RNA, vermittelt durch das Enzym Adenosindesaminase fiir RNA (A-
DAR), wird das eigentliche Stop-Codon ausgeschaltet (Abbildung 1), sodass das L-HDAg
insgesamt 19 zusatzliche Aminosauren besitzt (Casey und Gerin 1995, Luo et al. 1990,
Polson et al. 1998, 1996). Diese beinhalten einen Cystein-Rest am Carboxylterminus, wel-
cher als Prenylierungssignalsequenz (Glenn et al. 1992, Otto und Casey 1996) fur die
spatere Behullung mit dem HBsAg notwendig ist (siehe Abschnitt 1.1.2).

HDAg-S HDAg-L

—tp

Stop codon Trp (W
UAG ==AAAA s R
mRNA edited

T
ol .

Genome edited

I

j
UAG j h 5

Antigenome Antigenome edited
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—
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I

Genome l

[ S,

|

Abbildung 1: Entstehung des Large Delta Antigen (L-HDAg)

Eine ADAR1-vermittelte RNA-Modifikation fiihrt zu einem Basenaustausch von Adenosin

durch Inosin im urspriinglichen Stop-Codon. In der dem L-HDAg entsprechenden mRNA
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befindet sich nun ein Tryptophan anstelle des Stop-Codons, sodass einige zuséatzliche Ami-
nosduren angehangen werden kénnen und das L-HDAg entsteht (Botelho-Souza et al.
2017).

large HBsAg

O,D,,: medium HBsAg Q
O; large HDAg \ O
oo )
&— small HBsAg —@

HBV genome

HDV genome HBcA

small HDAg DNA polymerase

Abbildung 2: Schematische Darstellung von HDV und HBV

Das Hepatitis-D-Virus beinhaltet lediglich das HDV-Genom sowie das small und large
HDAg. Die Hiille besteht, ebenso wie die des HBV, aus den drei unterschiedlich gro3en
HBsAg, welche HDV im Rahmen der Virus-Assemblierung erhélt (Giersch und Dandri
2015).

2.1.2 Lebenszyklus

HDV gelangt, genauso wie HBV, uUber das Natrium Taurocholate ko-transportierende Po-
lypeptid (englisch: Sodium Taurocholate Cotransporting Polypeptide, NTCP) in den He-
patozyten. Dies ist ein Gallensauretransporter, der physiologischerweise Gallensalze aus
portalvenésem Blut in den Hepatozyten aufnimmt (Stieger 2011) und hauptsachlich in der
Leber exprimiert wird, was den Hepatotropismus von HDV erklart (Yan et al. 2012). Dabei
ist das grolRe HBsAg, welches eine zusatzliche preS1-Region mit einem myristoylierten N-
Terminus enthalt, fir die spezifische Rezeptorbindung an der basolateralen Hepatozyten-
membran verantwortlich (Meier et al. 2013, Ni et al. 2014). Nach Aufnahme des Virus in
die Zelle, die Uber eine Interaktion von NTCP mit unter anderem dem epidermalen Wachs-
tumsfaktor (englisch: epidermal growth factor, EGFR) (lwamoto et al. 2019) und dem In-
terferon-induzierten Transmembran-Protein 3 (IFITM3) (Palatini et al. 2022) vermittelt wird,
verliert das Virus seine Hulle und der HDV-RNP-Komplex wird gesteuert durch das HDAg
(Chou et al. 1998, Tavanez et al. 2002) in den Zellkern transportiert. Dort findet die oben
beschriebene Replikation mit Bildung von genomischer und antigenomischer RNA sowie

Produktion des HDAg statt, sodass neue HDV-RNPs geformt werden kénnen. Damit diese
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ihre Hulle erhalten kénnen, folgt zunachst eine Prenylierung des L-HDAg, eine posttransla-
tionale Modifikation, die zu einer kovalenten Bindung einer Farnesylgruppe an den Cystein-
rest des L-HDAg flhrt (Glenn et al. 1992). Katalysiert wird dies durch eine Farnesyltrans-
ferase, die derzeit Forschungsgegenstand hinsichtlich der HDV-Therapie ist (siehe Kapitel
1.3.6). Nach Verlassen des Zellkerns, vermittelt durch ein Exportsignal des L-HDAg (Lee et
al. 2001), erlaubt die Farnesylgruppe schlie3lich eine direkte Interaktion zwischen dem L-
HDAg und dem HBsAg (Hwang und Lai 1993) im endoplasmatischen Retikulum. Nach
Durchlaufen des endoplasmatischen Retikulums und Golgi-Apparates kann das behtillte
HDV den Hepatozyten als vollstandiges Virus zur Re-Infektion weiterer Hepatozyten ver-
lassen (Negro und Lok 2023) (Abbildung 3). Daneben findet auch eine Zellteilungs-vermit-
telte HDV-Ausbreitung statt (Giersch et al. 2019).

Obwohl die HDV-Replikation HBV-unabhangig verlauft und HDV auch ohne Helfervirus
neue genomische und antigenomische RNA sowie HDAg produzieren kann, kann HDV je-
doch nur mitsamt seiner aus HBsAg bestehenden Hille aus der Zelle sezerniert werden
und neue Hepatozyten befallen (Sureau und Negro 2016). In einer Studie mit humanisier-
ten Mausen konnte HDV zwar auf intrazellularer Ebene fir mindestens 6 Wochen auch
ohne HBV verbleiben, eine Ausbreitung des Virus auf weitere Hepatozyten fand hingegen
erst nach der Superinfektion mit HBV statt (Giersch et al. 2014). Ob das Verlassen der
Zelle jedoch rein auf das Zusammenspiel von HDV mit HBV als Helfervirus beschrankt ist,
ist derzeit ungeklart (Stephenson-Tsoris und Liang 2023). Auf experimenteller Ebene
konnte nachgewiesen werden, dass in humanisierten Mausen auf3er HBV auch das Hepa-
titis-C-Virus (HCV) und in vitro das Dengue-Virus, West-Nil-Virus und ein Vesikulovirus als
Helfervirus fungieren kénnen und eine HDV-Verbreitung ermdglichen (Perez-Vargas et al.
2019). Bislang konnte in mehreren Screening-Studien hingegen nur ein einziger Patient
identifiziert werden, bei dem sich trotz aktiver HDV-Infektion weder HBsAg noch Antikérper
gegen HBV nachweisen lieken (Cappy et al. 2021, Chemin et al. 2021, Pflliger et al.
2021b). Eine kirzlich publizierte Studie zeigte aulterdem, dass HDV auch in Abwesenheit
von HBV in Speicheldrisen von am Sjogren-Syndrom erkrankten Menschen gefunden wer-
den kann (Hesterman et al. 2023, Weller et al. 2016). Inwiefern sich diese Ergebnisse auf
die bislang angenommene These auswirkt, dass HDV ein HBV-abhangiges, hepatotropes

Virus ist, ist bislang unklar.
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Abbildung 3: HDV-Lebenszyklus

A) Eintritt in die Zelle Giber NTCP. B) Verlust der Hiille und Transport zum Zellkern. C) Rep-
likation im Zellkern. D) Transport der mRNA zum endoplasmatischen Retikulum und Syn-
these des HDAg. E) Riicktransport des HDAg in den Zellkern und Bildung von RNP-Kom-
plexen mit HDV-RNA. F) Assemblierung des Virus tber Interaktion des HDV-RNP-Komple-
xes mit HBsAg. G) Durchlaufen des Golgi-Apparates und HDV-Sekretion zur Infektion
neuer Hepatozyten (Chen et al. 2021).

2.1.3 Epidemiologie

Die Frage, wie viele Menschen derzeit wirklich an HDV erkrankt sind, ist nicht abschlielend
geklart. Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (englisch: World Health Organiza-
tion, WHO) zufolge, basierend auf einer Meta-Analyse mit Gber 120.000 HBsAg-Trager:in-
nen (Stockdale et al. 2020), belauft sich der Anteil HDV-positiver HBsAg-Trager:innen auf
derzeit knapp 5 % (WHO 2023). Besonders hohe Pravalenzen bei HBsAg-Trager:innen
fanden sich dabei geographisch betrachtet vor allem in der Mongolei (36,9 %) sowie in
Moldawien, West- und Mittelafrika (Uber 10 %). Weltweit belief sich die Zahl der anti-HDV-
positiven Menschen der globalen Bevolkerung auf 0,16 %, also etwa 12 Millionen Men-
schen (Stockdale et al. 2020). Allerdings wurden diese, verglichen mit der Pravalenz der
HBV-Infektion in Hohe von etwa 254 Millionen Menschen im Jahr 2022 (WHO 2024), eher
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niedrigen HDV-Infektionsraten von anderen Studien nicht bestatigt. So konnte in einer an-
deren Meta-Analyse eine positive HDV-Serologie bei Uber 13 % aller HBsAg-Trager:innen
festgestellt werden, was einer Gesamtzahl an 48 bis 60 Millionen HDV-Infizierten weltweit
entspricht (Miao et al. 2020). Eine weitere Publikation stellte eine generelle Pravalenz in
der Gesamtbevdlkerung von 0,98 % fest, was etwa 62 bis 72 Millionen Menschen mit HDV-
Infektion gleich kommt (Chen et al. 2019). Insgesamt sind die Pravalenzen mdglicherweise
so unklar, weil es sich bei der HDV-Infektion um eine allgemein unterdiagnostizierte Erkran-
kung handelt (Papatheodoridi und Papatheodoridis 2021). Dennoch zahlt die HDV-Infek-

tion zu den orphan diseases oder seltenen Erkrankungen (Ghany 2023).

Seit Einfuhrung der HBV-Impfung in den 1990er-Jahren lief3 sich vor allem in einkommens-
starken Landern ein deutlicher Ruckgang der HDV-Neuinfektionen feststellen, weshalb in
diesen Regionen heutzutage vor allem altere Generationen von der Erkrankung betroffen
sind (Rizzetto et al. 2021). Gleichzeitig kam es in den letzten Jahren durch zunehmende
Flichtlingsbewegungen und Immigration in den letzten Jahren von haufig jungeren Men-
schen aus Landern mit endemischen HDV-Pravalenzen auch in Europa wieder zu einem
leichten Anstieg (Coppola et al. 2019, Vlachogiannakos und Papatheodoridis 2020). Eine
kurzlich publizierte Studie aus Italien berichtet jedoch von gleichbleibenden Pravalenzen in
den letzten beiden Jahrzehnten (Salpini et al. 2024). Die Pravalenz von HDV-Antikérpern
unter HBsAg-Trager:innen variiert beispielsweise in Italien zwischen 6,4 % bei Italiener:in-
nen und 26,4 % bei Nicht-ltaliener:innen (Stroffolini et al. 2020) und in Frankreich entfallen
bis zu 90 % aller HBV/HDV-Koinfektionen auf Immigrant:innen aus endemisches Gebieten
(Lotto et al. 2022). Inwiefern sich zudem der teilweise erschwerte Zugang zum Gesund-
heitssystem einschlieRlich HBV-Impfungen im Rahmen der COVID-19-Pandemie seit 2020
besonders in endemischen Regionen auf die HDV-Infektionsraten sowie Infizierte an sich
auswirkt, ist bislang nicht hinreichend erforscht. Es wird jedoch ein weiterer Anstieg der

Infektionszahlen erwartet (Sagnelli et al. 2021).

2.1.4 Genotypen

HDV wird derzeit in 8 unterschiedliche Genotypen (HDV-1 bis HDV-8) eingeteilt, bei denen
jeweils eine Sequenzhomologie der Genome von Uber 80 % vorliegt, sowie verschiedene
Subgenotypen, die sogar um 84 % bis Gber 90 % Ubereinstimmen (Le Gal et al. 2017). Die
Genotypen variieren bezlglich der geographischen Verteilung (Abbildung 4) und haben
Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung. HDV-1 ist der weltweit mit Abstand am haufigsten

vertretene Genotyp, er macht knapp 90 % aller HDV-Infektionen aus (Stockdale et al.
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2020). In Europa, Nordamerika und dem Nahen Osten sowie Australien stellt er die vorherr-
schende Variante dar und ist mit vielseitigen Krankheitsverlaufen verbunden (Coppola et
al. 2019, Jackson et al. 2018). Die Genotypen HDV-2 und HDV-4, welche eher mit milderen
Verlaufen assoziiert sind (Wu 2006), finden sich Uberwiegend in Asien, wahrend die Aus-
breitung von HDV-3 vornehmlich auf Sidamerika, genauer gesagt das Amazonasbecken,
begrenzt ist (Roulot et al. 2020). Obwohl HDV-3 als aggressivster Genotyp gilt und haufiger
mit fulminanter Hepatitis einhergeht (Casey et al. 1996, Melo Da Silva et al. 2019), zeigt
dieser Genotyp tendenziell ein gutes Ansprechen auf Interferon alpha (IFNa) (Borzacov et
al. 2016). Eine Studie in humanisierten Mausen konnte eine im Vergleich zu HDV-1 deutlich
schnellere Ausbreitungskinetik und héhere Replikationsraten von HDV-3 feststellen, was
ein mdglicher Grund flr die schwereren klinischen Verlaufe sein kdnnte (Giersch et al.
2021c). HDV-5 hingegen, ein Genotyp, der genauso wie HDV-6 bis HDV-8 bislang tber-
wiegend in Afrika beziehungsweise afrikanisch-stdmmigen Personen zu finden ist, ist mit
eher milderen klinischen Verlaufen, niedrigerem Zirrhose-Risiko und einem ebenfalls bes-

seren Ansprechen auf die Therapie mit IFNa assoziiert (Spaan et al. 2020).

Aufgrund der oben bereits erwahnten ansteigenden Migration zeigt sich eine zunehmende
Ausbreitung der Genotypen, weg von einem streng auf einen Kontinent limitierten Ausbrei-
tungsmuster, wie es noch vor wenigen Jahren fir bestimmte Genotypen angenommen
wurde. Dies gilt beispielsweise fir die Genotypen 5 bis 7 und Genotyp 3, die bereits in
Europa gefunden werden konnten (Beghin und Meier-Stephenson 2023, Chen etal. 2019),
sowie flr Genotyp 8 in Slidamerika (Mello et al. 2023). Grundsatzlich stellt die Verbreitung
der Genotypen eine mogliche zusatzliche zukunftige Herausforderung dar (Chen et al.
2019).
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Abbildung 4: Pravalenz von anti-HDV Antikorpern in den letzten 10 Jahren

Die héchsten Préavalenzen finden sich in Afrika (insbesondere Kamerun, Gabun, Zentralaf-
rikanische Republik und Demokratische Republik Kongo) sowie in Asien (insbesondere
Mongolei, Usbekistan, Tadschikistan, Kirgisistan und Pakistan). In Europa finden sich hohe
Prévalenzen in Moldawien und Rumé&nien und in Stidamerika im Amazonasbecken. Einge-
kreist ist der jeweils regional vorherrschende HDV-Genotyp dargestellt (Asselah und Riz-
zetto 2023).

2.2 Das Hepatitis-B-Virus

Beim Hepatitis-B-Virus (HBV) handelt es sich um ein 42 Nanometer grolRes DNA-Virus,
zugehorig zu den Hepadnaviren (Seeger und Mason 2000). Seine Entdeckung in den
1960er-Jahren wurde spater mit dem Nobelpreis ausgezeichnet (Al-Mahtab et al. 2020).
Es ist heute immer noch von starker Relevanz, weil laut WHO 2022 etwa 254 Millionen
Menschen weltweit Hepatitis B erkrankt waren, bei einer Inzidenz von 1,2 Millionen Neuin-
fektionen jahrlich (WHO 2024). Wahrend es im Erwachsenenalter in 95 % der Félle zu
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einer Spontanremission kommt, entwickeln bis zu 90 % der Neugeborenen und 25 bis 30

% der Kleinkinder nach Infektion eine chronische Hepatitis B (Terrault et al. 2018).

HBV besteht aus einer einzigen zirkularen, teilweise doppelstrangigen DNA (englisch: rela-
xed circular DNA, rcDNA), die sich aus etwa 3200 Nukleotiden zusammensetzt und kova-
lent an eine virale Polymerase gebunden ist. Gemeinsam mit dem sogenannten Hepatitis
B core Protein (HBcAg) bildet sie ein Nukleokapsid. Dieses wird ummantelt von einer lipid-
haltigen Hdlle, bestehend aus den drei unterschiedlichen gro3en Oberflachenproteinen,
dem small, middle und large Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) (Tsukuda und Watashi
2020). Da HDV keine eigene Hille bilden kann, nutzt es das HBsAg fur seine eigene Ober-
flache (siehe Abschnitt 1.1.2).

Das HBV-Genom wird derzeit in 10 verschiedene Genotypen (A bis J) eingeteilt (Chen et
al. 2023). Dabei ist die haufigste Paarung mit HDV die Ko- bzw. Superinfektion von HBV-
D mit HDV-1, wobei nicht klar ist, ob es sich um eine héhere Praferenz der Viren zueinander
oder lediglich um eine statistische Verteilung bei Endemizitat beider Genotypen handelt
(Beghin und Meier-Stephenson 2023).

Genau wie HDV gelangt HBV Uber den NTCP-Rezeptor auf der Hepatozytenmembran in
den Intrazellularraum (Yan et al. 2012). Nach Transport in den Zellkern kommt es dann zur
Bildung der in Form eines Minichromosoms vorliegenden kovalent geschlossenen zirkula-
ren DNA (englisch: covalently closed circular DNA, cccDNA), welche als entscheidendes
Schlisselmolekdl fur die Persistenz des Virus im Hepatozyten fungiert, indem sie als Vor-
lage aller im Folgenden gebildeten viralen RNAs dient (Dandri et al. 2021). Der Metabolis-
mus dieser HBV-RNAs wird, im Kontext einer zusatzlichen Ko- oder Superinfektion, von
HDV supprimiert (Lucifora et al. 2023). Zu den HBV-RNAs gehdren: 1. subgenomische
RNAs zur Bildung der Oberflachenproteine sowie des Hepatitis B X Proteins (HBx), welches
unter anderem Replikations-regulierende Funktionen Ubernimmt (Sivasudhan et al. 2022);
2. eine precore RNA zur Bildung des sekretorischen Hepatitis B e Antigens (HBeAg), wel-
ches immunmodulierende Funktionen Gbernimmt (Kramvis et al. 2018) und als diagnosti-
scher Marker fir anhaltende Replikation und Infektiositat dient (Collier und Schillie 2018);
3. eine pra-genomische RNA (pgRNA), die wiederum zur Bildung von HBcAg und HBV-
Polymerase filhrt (Dandri et al. 2021, Nassal 2015). Uber Bindung der Polymerase und
eine anschlieRende reverse Transkription der pgRNA sowie Komplexbildung mit HBcAg
entstehen wieder neue Nukleokapside, die im endoplasmatischen Retikulum vom HBsAg
umhdallt werden und den Hepatozyten wieder verlassen kénnen (Urban et al. 2010) (Abbil-
dung 5).
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Abbildung 5: HBV-Lebenszyklus

HBYV gelangt iber NTCP sowie Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) und EGFR in die
Zelle. Im Zellkern wird aus rcDNA eine cccDNA geformt. Aus dieser werden alle verschie-
dene RNAs zur Produktion der viralen Proteine und Polymerase abgelesen. Nach Bindung
der Polymerase an die pgRNA kommt es zur Herstellung neuer rcDNA und Bildung von
Nukleokapsiden. Diese werden entweder zurtick in den Zellkern transportiert und treiben
dort die Replikation voran oder im multivesikuldren Kérper (MVB) behiillt, um die Zelle wie-

der als vollstédndiges Virus zu verlassen (Wei und Ploss 2021).

Derzeit wird die chronische Hepatitis B mit Nukleosid- oder Nukleotidanaloga (NUCs, zum
Beispiel Tenofovir, Entecavir, Lamivudin oder Telbivudin), die die virale Transkriptase be-
ziehungsweise Polymerase hemmen und so die Bildung von HBV-pgRNA und von HBV-
DNA verhindern (Martinez et al. 2020), sowie pegyliertem Interferon alpha (peg-IFNa) be-
handelt (Cornberg et al. 2021). Eine vollstandige Heilung mit NUCs oder peg-IFNa ist auf-
grund der hohen Stabilitat der cccDNA derzeit jedoch nicht mdglich (Martinez et al. 2020).
Therapieziel ist daher die funktionelle HBV-Heilung, also ein anhaltender Verlust des
HBsAg mit oder ohne Serokonversion zu anti-HBs-Antikdrpern sowie eine nicht nachweis-
bare HBV-DNA im Serum. Nach peg-IFNa-Therapie tritt diese in 2-3 % der Falle nach einem
Jahr und 3-8 % der Falle bis 3 Jahre nach Behandlungsende auf, unter bis zu 10-jahriger
NUC-Therapie in bis zu 5 % (Wong et al. 2022). Daher kommen auch unterschiedliche

Praparate in klinischen Studien zum Einsatz, zum Beispiel Modulatoren fir den Kapsid-
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Zusammenbau (englisch: capsid assembly modulators, CAMs), die die Bildung des HBV-
Nukleokapsides verhindern sollen, oder Nukleinsdure-Polymere, die den Transport von
HBsAg-Partikeln hemmen. Eine small interfering RNA (wdrtlich Gbersetzt: kleine eingrei-
fende RNA) und Antisense-Oligonukleotide binden an die HBV-RNA, was zur Spaltung die-
ser RNA flhrt, sodass die Translation gestoppt wird. Au3erdem werden der Entry-Inhibitor
Bulevirtid sowie verschiedene Immunmodulatoren untersucht (Dusheiko et al. 2023, Kim
et al. 2022). Einige dieser Wirkstoffe sind auch Gegenstand der Forschung zur HDV-The-

rapie und werden in Abschnitt 1.3.6. ausfuhrlicher dargestellt.

2.3 HDV-Infektion

2.3.1 Klinik

Die HDV-Infektion ist die aggressivste Form der Virushepatitis und fihrt deutlich haufiger
zu Komplikationen als die reine HBV-Monoinfektion (Bockmann et al. 2020, Niro et al.
2010, Patel et al. 2019, Wranke et al. 2023). Sie kann entweder als gleichzeitige
HBV/HDV-Koinfektion oder als Superinfektion in bereits HBV-infizierten Personen auftreten
(Smedile et al. 1982). Bei der Koinfektion kommt es nach einer Inkubationszeit von 3 bis 7
Wochen, je nach Hohe des HDV-Titers im Infektionsmedium (Ahn und Gish 2014), meist
zu eher unspezifischen Symptomen einer akuten Hepatitis. Diese umfassen Appetitlosig-
keit, Ubelkeit und allgemeine Abgeschlagenheit sowie gelegentlich einen lkterus (Farci und
Niro 2012). Im Falle einer HDV-Superinfektion ist tendenziell auch eine fulminante Hepatitis
mit Leberversagen und damit einhergehender Koagulopathie, lkterus und hepatischer En-

zephalopathie moglich (Farci und Niro 2012).

Wahrend die Koinfektion in der Regel zu 95 % spontan ausheilt, kommt es bei der Super-
infektion in Gber 90 % der Falle zu einem chronischen Verlauf (Negro und Lok 2023) (Ab-
bildung 6). Der Schweregrad der Klinik hangt dabei einerseits mit dem HDV-Genotyp zu-
sammen (siehe oben), andererseits aber auch unabhangig vom Genotyp mit dem Her-
kunftsland (Roulot et al. 2020). Zu den weiteren Faktoren, die den Krankheitsverlauf be-
schleunigen, zahlen vor allem eine hohe HDV-Viruslast (Kamal et al. 2020, Romeo et al.
2014) sowie hohe HBV-Konzentrationen, risikoreicher Alkoholkonsum, Ubergewicht und
Diabetes mellitus (Negro und Lok 2023).

In einer aktuellen retrospektiven Studie von Wranke et al. (Wranke et al. 2023) mit insge-
samt 175 Patient:innen entwickelten etwa 18 % mit einer HBV-Monoinfektion eine Leber-
zirrhose, wohingegen diese in etwa 62 % der Patient:innen bei zusatzlicher HDV-Infektion

auftrat. 45 % der HDV-infizierten Patient:innen hatten diese Zirrhose bereits zum Zeitpunkt
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der Erstvorstellung. Die sekundaren Komplikationen wie eine hepatische Dekompensation
(31 % HDV, 7 % HBV), Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms (35 % HDV, 18 %
HBV), Notwendigkeit einer Lebertransplantation und/oder friihzeitiges Versterben (22 %
HDV, 5 % HBV) traten bei HDV-Erkrankten insgesamt ebenfalls haufiger und friher auf,
was sich jedoch primar auf die friiher und haufiger vorkommende Zirrhose zurtickfuhren
l&sst und unabhangig von HDV an sich auftritt (Wranke et al. 2023). Diese Daten decken
sich mit friheren Publikationen anderer Autor:innen, welche beispielsweise vom HDV-as-
soziierten Auftreten einer Leberzirrhose in 10 bis 15 % innerhalb von 2 Jahren und 70 bis
80 % innerhalb von 5 bis 10 Jahren (Da et al. 2019, Negro 2014) sowie jahrlichen Inziden-
zen in Hohe von 4 % flir die Zirrhose und 2,8 % fir das hepatozellulare Karzinom bei per-
sistierender HDV-Replikation berichten (Romeo et al. 2009). In einer weiteren Studie erlit-
ten 127 von 188 Patient:innen beziehungsweise 67 % eine Zirrhose, von denen wiederum
13 % ein hepatozelluldres Karzinom entwickelten (Niro et al. 2010). Umgekehrt gehen etwa
18 % der mit Hepatitis B assoziierten Leberzirrhosen und 20 % der HBV-assoziierten he-

patozellularen Karzinome auf eine HDV-Infektion zurtick (Stockdale et al. 2020).
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Abbildung 6: Natiirlicher Verlauf einer HDV-Infektion

Wahrend die Koinfektion in den meisten Féllen selbstlimitierend verlauft, entwickeln sich
etwa 80-90 % aller Superinfektionen zur chronischen Hepatitis. Diese fiihrt zur Leberzir-
rhose und geht mit einem deutlich erhéhten Risiko fiir das hepatozellulédre Karzinom sowie

Notwendigkeit einer Lebertransplantation und Tod einher (Kushner 2023).
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2.3.2 Risikofaktoren und Transmission

Da HDV wie bereits erlautert HBV als Helfervirus benétigt, um in die Zelle zu gelangen und
diese zu verlassen, erfolgt die Ansteckung entweder als gemeinsame HBV/HDV-Koinfek-
tion, oder es findet eine HDV-Superinfektion auf Basis einer bereits bestehenden HBV-In-
fektion statt. Dabei reichen bereits kleine Mengen des Virus fir eine Infektion aus (Ponzetto
et al. 1987). Die Ubertragung erfolgt ausschlieRlich parenteral (iber Kontakt zu infektidsen
Korperflissigkeiten. In Industriestaaten stehen heutzutage 70 % aller HDV-Neuinfektionen
in Zusammenhang mit intravendsem Drogenabusus sowie risikoreichen Sexualpraktiken
(Negro und Lok 2023). Dies spiegelt sich auch in den insgesamt deutlich héheren HDV-
Pravalenzen bei intravendsen Drogenkonsument:innen, Mannern, die Sex mit Mannern ha-
ben (MSM) und Sexarbeiter:innen wider. Auch eine bereits bestehende HCV- oder HIV-
Infektion birgt ein hdheres Risiko fur eine HDV-Infektion (Chen et al. 2019, 2022, Stockdale
et al. 2020). Obwohl sich im Allgemeinen zudem héhere Pravalenzen bei Hamodialyse-
Empfanger:innen finden (Stockdale et al. 2020), kommen in Industrielandern aufgrund des
standardisierten Screenings von Blutprodukten heutzutage so gut wie keine iatrogenen
Ubertragungen im Rahmen von Bluttransfusionen oder Dialysen vor (Hughes et al. 2011).
In endemischen Regionen gelten kontaminierte Medizinprodukte hingegen weiterhin als
Hauptrisikofaktor fur eine Neuinfektion (Baatarkhuu et al. 2017), ebenso wie das Zusam-
menleben mit HDV-infizierten Personen (Frangois-Souquiére et al. 2016, Niro et al. 1999).
Theoretisch ist zudem auch eine vertikale HBV/HDV-Koinfektion von HDV-positiver Mutter
auf das Kind mdglich. Diese kommt jedoch im Vergleich zur HBV-Monoinfektion nur in ab-
soluten Ausnahmefallen vor (Aliasi-Sinai et al. 2023) und hangt vermutlich mit einem haufig
spontan auftretenden Riickgang der Viruslast von HBV und HDV wahrend der Schwanger-
schaft sowie heutzutage Ublicher praventiver aktiver und passiver Immunisierung des Neu-

geborenen zusammen (Sellier et al. 2018).

2.3.3 Screening

Wahrend die 2023 verdffentlichten Leitlinien der European Association of the Liver (EASL)
eine Testung aller HBsAg-Trager:innen auf anti-HDV-Antikdrper sowie wiederholt bei klini-
scher Verschlechterung und bekannter Hepatitis B oder weiterhin vorhandenem Anste-
ckungsrisiko empfehlen (Brunetto et al. 2023), ist eine Testung laut den zuletzt 2018 ver-
offentlichten Leitlinien der American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD)
nur fur Menschen mit hoher HDV-Pratestwahrscheinlichkeit indiziert, also unter anderem

Drogenkonsument:innen, MSM, Immigrant:innen aus endemischen Regionen und HIV- be-
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ziehungsweise HCV-infizierte Personen (Terrault et al. 2018). Derzeit diskutiert und in ei-
nigen Kliniken bereits angewandt werden sogenannte Reflex-Testungen, also die unmittel-
bare anti-HDV-Messung bei positivem HBsAg, welche die diagnostizierten Infektionen in
einer aktuellen Studie um das 5-Fache erhéhen konnten (Palom et al. 2022). Andere Au-
tor:innen schlagen sogar die doppelte Reflex-Testung bei allen HBV-Neuinfektionen vor,
bei der sich bei positivem anti-HDV noch eine sofortige HDV-RNA-Messung anschlief3t
(Razavi et al. 2023). Die EASL rat jedoch vor einer allgemein ausgesprochenen Empfeh-
lung zu weiteren Kosten-Nutzen-Untersuchungen (Brunetto et al. 2023). Klar ist aber, dass
die zeitnahe Testung auf HDV-Antikorper auch insofern wichtig ist, als dass eine verspatete
Diagnostik eine deutlich schlechtere Prognose mit sich bringt (Kamal et al. 2024) und eine
umgekehrt rechtzeitig gestellte Diagnose auch die friihzeitige Tertidrpravention - also Ver-
meidung der bereits dargestellten Risikofaktoren wie Diabetes, Ubergewicht oder Alkohol-
konsum - zur Verhinderung einer schnellen Krankheitsprogression ermdglicht (Razavi et al.
2023).

2.3.4 Diagnostik

Die serologischen Parameter, die bei der Diagnosestellung einer HDV-Infektion von Rele-
vanz sind, beinhalten zum einen das HBsAg und anti-HBc Antikorper zur Feststellung einer
HBV-Infektion sowie zum anderen HDV-Antikérper und HDV-RNA. Eine akute HBV/HDV-
Koinfektion ist dabei serologisch Uber das gleichzeitige Vorhandensein von HBsAg, anti-
HBc-IgM und HDV-RNA definiert. Allerdings sollte hier bertcksichtigt werden, dass der An-
stieg der HDV-RNA teilweise erst verzdgert stattfindet und somit eine wiederholte Testung
sinnvoll sein kann (Negro und Lok 2023). Um eine Koinfektion von einer akuten HDV-
Superinfektion - insbesondere bei Patient:innen, von denen kein vorheriger HBsAg-Status
bekannt ist - abzugrenzen, kann Anti-HBc-IgM herangezogen werden. Wahrend bei der
Koinfektion meist hohe Werte gemessen werden kdnnen, sind diese bei der Superinfektion
- die meist auf Boden einer bereits chronischen HBV-Infektion entsteht - eher niedrig oder
gar nicht vorhanden. Zudem kommt es haufig zur Suppression der HBV-DNA im Rahmen
einer HDV-Superinfektion (Brunetto et al. 2023).

Die HDV-Antikorper, welche im Rahmen des Screenings (siehe Abschnitt 1.3.3) meist zu-
erst gemessen werden, werden in anti-HDV-IgM und -IgG unterteilt. Wahrend anti-HDV-
IgM etwa 2 bis 3 Wochen nach Symptombeginn messbar ist (Koh et al. 2019) und, im Falle
der akuten Koinfektion, etwa 2 Monate messbar bleibt, kommt es erst deutlich spater zur
Produktion von anti-HDV-IgG Antikérpern, welche jedoch auch nach ausgeheilter Infektion

lebenslang persistieren (Aragona et al. 1987). Bei Vorhandensein von HDV-Antikdrpern
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muss im Anschluss also immer eine HDV-RNA-Messung erfolgen, um eine abgelaufene
von einer aktiven HDV-Infektion zu differenzieren (Olivero und Smedile 2012). Von einer
chronischen HDV-Infektion spricht man bei Nachweis von HDV-Antikérpern tUber 6 Monate
und gleichzeitig nachweisbarer HDV-RNA oder immunhistochemischem Nachweis des
HDAg (Koh et al. 2019), beziehungsweise von einer chronischen Hepatitis D bei nachweis-
barer HDV-RNA und erhdhter Alanin-Aminotransferase (ALT) oder Nachweis einer Leber-
fibrose (Negro und Lok 2023).

Theoretisch kann auch das HDAg im Serum gemessen werden. Da es jedoch in der Regel
nur bis zu etwa zwei Wochen wahrend der friihen Infektionsphase messbar bleibt, ist das
HDAg kein zuverlassiger Marker und somit kaum klinisch relevant (Buti et al. 1986, Negro
und Lok 2023). Bei Immundefizienz kann das HDAg auch langere Zeit messbar sein (Grip-
pon et al. 1987).

Unabhangig von der Hohe der HDV-Viruslast sollte auch eine Bestimmung vom HBeAg,
einem Marker fur die Infektiositat bei HBV-Infektion (Miller 1980), beziehungsweise des
anti-HBe-Status sowie der HBV-Viruslast im Sinne der HBV-DNA erfolgen, da eine aktive
HBV-Infektion das Outcome der Hepatitis D verschlechtern kann (Brunetto et al. 2023). Um
bei Feststellen einer HDV-Infektion zudem eine mogliche, begleitende Leberzirrhose zu er-
kennen, kommen verschiedene nicht-invasive Untersuchungsmethoden in Frage. Dazu ge-
héren zum einen bildgebende Verfahren wie Sonographie, Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie (Brunetto et al. 2023), zum anderen kann die Lebersteifigkeit
beispielsweise mittels transienter Elastographie evaluiert werden (Sandmann et al. 2024).
Auch verschiedene Fibrose-Scores wie der AST/Thrombozyten-Ratio Index (APRI) (Grecu
et al. 2023) oder der HDV-spezifische Delta-4 fibrosis score (D4FS) (Da et al. 2020), die
unter anderem die Aminotransferasen oder Thrombozytenzahlen mit einbeziehen, kdnnen
bertcksichtigt werden. Eine histologische Einordnung mittels Leberbiopsie stellt derzeit
zwar weiterhin den Goldstandard zur genauen Diagnostik bei Lebererkrankungen dar, ist
aufgrund der Invasivitat jedoch primar indiziert, wenn die nicht-invasiven Verfahren keine
klaren Zirrhose darlegen konnten und die Biopsie zu einer optimierten Behandlung beitra-
gen kann (Brunetto et al. 2023). Bei fortgeschrittener Fibrose oder Zirrhose sollte im An-
schluss ein halbjahrliches HCC-Screening mittels Lebersonographie und gegebenenfalls
die Bestimmung des Tumormarkers alpha-Fetoprotein erfolgen (Brunetto et al. 2023, Galle
etal. 2018).
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2.3.5 Pravention

Der derzeit einzige Weg, eine HDV-Infektion sicher zu verhindern, ist die Impfung gegen
Hepatitis B (Karayiannis etal. 1991). In Deutschland werden auf Empfehlung der Standigen
Impfkommission (STIKO) standardmaRig alle Sauglinge im Alter von 2, 4 und 11 Monaten
mit einem Totimpfstoff gegen Hepatitis B geimpft (Robert Koch-Institut 2023). Bei Personen
mit erhdhtem Ansteckungsrisiko, wie bei Immundefizienz im Rahmen einer Systemerkran-
kung oder geplanter Immunsuppression, engem Kontakt zu HBsAg-Trager:innen, risikorei-
chem Sexualverhalten, intravendsem Drogenkonsum oder Aufenthalt in Untersuchungs-
haft, sowie bei Personen mit mdglicher beruflicher Exposition in unter anderem Kranken-
hausern, Gefangnissen und Asylheimen, oder vor Reisen in endemische Regionen, wird
zudem auch eine Impfung im Erwachsenenalter empfohlen (Robert Koch-Institut 2023).
Eine Postexpositionsprophylaxe mit HBV-Immunglobulinen wird beispielsweise fur Neuge-
borene mit HBV- und gegebenenfalls auch HDV-positiver Mutter im Rahmen einer Simul-
tanimpfung verabreicht. Auch nach Nadelstichverletzungen oder Kontakt zu infektidsen
Korperflissigkeiten ist unter Umstanden eine passive Immunisierung indiziert (Robert
Koch-Institut 2023). Da bislang kein HDV-spezifischer Impfstoff zur Verfligung steht, ist die
einzige MaRnahme, eine HDV-Superinfektion bei bereits chronisch HBV-infizierten Perso-
nen zu verhindern, das Vermeiden von ungeschitztem Geschlechtsverkehr und Kontakt zu
infektiosen Korperflissigkeiten von HDV-infizierten Personen (Negro und Lok 2023). Eine
kirzlich veroffentlichte Studie konnte fir einen Impfstoff, der sowohl einen Teil des HBsAg
als auch des L-HDAg beinhaltet, eine sichere Verhitung der HDV-Superinfektion in HBV-
infizierten Mausen darlegen, indem unter anderem HDAg-spezifische T-Zellen induziert
werden (Burm et al. 2023). Dies kdnnte in Zukunft auch chronische HBV-Trager:innen vor
einer HDV-Infektion schutzen (Burm et al. 2023).

2.3.6 Therapie

Sowohl die Leitlinie der EASL als auch die der Deutsche Gesellschaft fur Gastroenterologie,
Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) empfehlen die Evaluierung einer The-
rapie bei allen HDV-positiv getesteten Patient:innen. Insbesondere bei hoher entziindlicher
Aktivitat, fortgeschrittener Fibrose und Leberzirrhose sollte eine antivirale Therapie erfol-
gen, ansonsten sollten fur jede:n Patient:in individuelle Therapieentscheidungen erfolgen
(Brunetto et al. 2023, Cornberg et al. 2021). Die allgemeinen Therapieziele beziehungs-
weise Endpunkte fur klinische Studien wurden 2022 gemeinsam von EASL und AASLD neu
definiert. Dazu zahlen allgemein die funktionelle Heilung von HBV (HBsAg-Verlust und Se-
rokonversion zu anti-HBs, siehe Abschnitt 1.2) sowie eine entweder nicht nachweisbare
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HDV-RNA oder zur Erhaltungstherapie alternativ eine Reduktion der HDV-RNA um min-
destens 2-log in Kombination mit einer Normalisierung der Transaminasen (Ghany et al.
2023).

Die in der HBV-Therapie eingesetzten NUCs, die Gber eine Hemmung der HBV-Polymerase
eine Virusreduktion erzielen sollen, zeigten im Kontext einer HDV-Infektion in der Monothe-
rapie keinen signifikanten Abfall der HDV-Aktivitat (Kabagcam et al. 2012, Niro et al. 2005,
Wedemeyer et al. 2011, Yurdaydin et al. 2008, 2002) und sind teilweise sogar mit einem
schlechteren klinischen Verlauf assoziiert (Scheller et al. 2021). Daher spielen NUCs in der
HDV-Therapie derzeit eher eine Rolle zur Behandlung der zugrundeliegenden HBV-Infek-
tion und sollten bei hohen HBV-Spiegeln und Leberzirrhose mit gleichzeitig vorhandener
HBV-DNA beziehungsweise bei dekompensierter Zirrhose HBV-DNA-unabhangig verab-
reicht werden (Brunetto et al. 2023). Zur Zeit umfasst das im klinischen Alltag angewandte
Behandlungsregime der chronischen Hepatitis D daher lediglich die beiden Medikamente
peg-IFNa und Bulevirtid (Brunetto et al. 2023, Cornberg et al. 2021).

IFNa, ein Typ | Interferon, wird bereits seit den 1980er-Jahren zur Behandlung der Hepatitis
D eingesetzt (Rizzetto et al. 1986). IFNa wirkt sowohl durch die Aktivierung des Immun-
systems uber den JAK-STAT-Signalweg und Erzeugung einer antiviralen Aktivitat (Abbil-
dung 7) mittels Induktion verschiedener Interferon-stimulierter Gene (ISG) (Giersch et al.
2017, Pestka et al. 2004) als auch uber eine Destabilisierung der HDV-RNA wahrend der
Zellteilung und somit Unterbindung einer Zellteilungs-vermittelten viralen Ausbreitung
(Zhang et al. 2022). Seit den 2000er-Jahren wird die pegylierte Form eingesetzt (peg-
IFNa), die Uber eine verlangerte Halbwertszeit einen retardierten Effekt bewirkt und daher
nur einmal wochentlich appliziert werden muss (Kozlowski und Harris 2001). Aus Mangel
an hinreichenden Alternativen wird peg-IFNa zurzeit weiterhin als off-label Medikament
ohne Zulassung der amerikanischen oder europaischen Arzneimittelbehdrden zur Behand-
lung der Hepatitis D eingesetzt. Die EASL und DGVS empfehlen eine Therapiedauer von
48 Wochen (Brunetto et al. 2023, Cornberg et al. 2021). Dabei ist das Ansprechen auf die
Therapie jedoch nicht zufriedenstellend: laut einer 2021 publizierten Metaanalyse war die
HDV-RNA knapp 6 Monate nach Abschluss einer mindestens 48 Wochen andauernden
Behandlung mit peg-IFNa in nur durchschnittlich 29 % der Falle negativ (Abdrakhman et al.
2021), von denen zudem etwa 50 % bei 48-wdchiger und 22 % bei 96-wdchiger Therapie
einen spaten HDV-RUckfall erlitten (Anastasiou et al. 2024, Heidrich et al. 2014). Die Kom-
bination aus peg-IFNa mit den NUCs Adefovir (Wedemeyer et al. 2011) und Tenofovir

(Wedemeyer et al. 2019) erbrachte keine Verbesserung der Ansprechraten.
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Der Eintrittshemmer Bulevirtid, das erste gezielt zur Behandlung der HDV-Infektion entwi-
ckelte Medikament, wurde 2020 von der Europaischen Arzneimittel-Agentur (englisch: Eu-
ropean Medicines Agency, EMA) zur Behandlung der chronischen HDV-Infektion zugelas-
sen (EMA 2024). Dabei handelt es sich um ein synthetisches Lipopeptid, welches durch
eine Ahnlichkeit zum myristoylierten N-Terminus der preS1-Region des HBsAg (siehe Ab-
schnitt 1.2) eine kompetitive Hemmung des NTCP-Rezeptors erzielt und so den Eintritt von
HDV in die Zelle verhindert (Soriano et al. 2023) (Abbildung 7). Die aktuell andauernde,
insgesamt fur 144 Wochen geplante Phase 3 Studie MYR-301 konnte nach 48 Wochen
einen kombinierten virologischen (HDV-RNA-Reduktion um mehr als 2-log oder nicht nach-
weisbare HDV-RNA) und biochemischen (ALT-Normalisierung) Effekt bei 45 bis 48 % der
mit Bulevirtid behandelten Patient:innen erreichen. Dabei lag bei bis zu 20 % der Patient:in-
nen, je nach Dosierung, eine nicht nachweisbare HDV-RNA vor (Wedemeyer et al. 2023).
Bei Patient:innen, bei denen kein Rickgang der Viruslast eintrat, wurden in vitro keine Re-
sistenzen gegenuber Bulevirtid festgestellt, sodass ein anderer, noch unbekannter Mecha-
nismus fur die virale Persistenz trotz Einnahme des Entry-Inhibitors zu existieren scheint
(Hollnberger et al. 2023). Auch wurde, im Gegensatz zu IFNa (siehe Abschnitt 1.1.4), eine
Wirksamkeit von Bulevirtid gegenuber allen HDV-Genotypen nachgewiesen (Mateo et al.
2023). Anhand von Leberbiopsien aus unterschiedlichen Bulevirtid-Studien lie3 sich neben
einer Reduktion der HDV-positiven Hepatozyten aulRerdem ein Riickgang von intrahepati-
schen Zeichen der Leberentziindung bei Bulevirtid-Einnahme beobachten (Allweiss et al.
2024).

Verschiedene, zum Teil noch andauernde Phase 2 Studien wie auch Real-Life-Studien, die
auBerhalb von randomisierten kontrollierten Studien stattfinden, untersuchen zudem die
Wirksamkeit einer Kombinationstherapie aus peg-IFNa und Bulevirtid. Es konnte bislang
gezeigt werden, dass die Kombination im Vergleich zur jeweiligen Monotherapie eine star-
kere Reduktion der HDV-RNA erzielt (Asselah et al. 2024a, Bogomolov et al. 2016, De
Ledinghen et al. 2021, Lampertico et al. 2022). Auffallig war auf3erdem ein Riickgang oder
gar Verlust des HBsAg lediglich bei Personen, die die Kombinationstherapie aus beiden
Praparaten erhielten, was potentiell zur langfristigen Reduktion der HDV-RNA nach Been-
digung der Behandlung notwendig gewesen sein kénnte (Lampertico et al. 2022, We-
demeyer et al. 2020). Ein mdglicher therapeutischer Synergismus beider Medikamente
konnte in der Bulevirtid-assoziierten Inhibition der extrazellularen Ausbreitung sowie Inter-
feron-induzierten Hemmung der Zellteilungs-vermittelten HDV-Ausbreitung bestehen (As-
selah und Rizzetto 2023).

Weitere, in derzeit laufenden Phase 3 Studien untersuchte Medikamente zur Behandlung

einer Hepatitis D umfassen pegyliertes Interferon lambda (peg-IFNA), welches in einer kiirz-
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lich publizierten Phase 2 Studie zwischen 16 % und 36 % HDV-Negativitat nach Behand-
lung erreichen konnte (Etzion et al. 2023), und Lonafarnib, ein oral verfigbarer Farnesyl-
Transferase-Inhibitor, der die Prenylierung des L-HDAg hemmt (Abbildung 7). Dies verhin-
dert die Interaktion zwischen L-HDAg und HBsAg und reduziert so die Sekretion von infek-
tiosen HDV-Partikeln (Koh et al. 2015). Lonafarnib wird gemeinsam mit Ritonavir verab-
reicht, einem Cytochrom P450 3A4-Inhibitor, welcher in den Metabolismus von Lonafarnib
eingreift und hdhere Leberkonzentrationen bei gleichzeitig niedriger Dosierung und somit
besserer Vertraglichkeit erlaubt (Yurdaydin et al. 2018). Die Kombination von Lonafarnib
mit peg-IFNa fuhrte in einer kleinen Phase 2 Studie bei 8 von 9 Patient:innen zu einer er-
heblichen Reduktion der Viruslast oder nicht nachweisbarer HDV-RNA (Yurdaydin et al.
2022). In einer anderen Phase 2 Studie, die die Kombination aus Lonafarnib, Ritonavir und
peg-IFNA testete, erreichte man bei 96 % der Patient:innen eine Reduktion der HDV-RNA
um mindestens 2-log und bei 42 % nicht nachweisbare HDV-RNA-Spiegel (Koh et al.
2020).

In den vorlaufigen Ergebnissen einer Phase 2 Studie konnte insbesondere nach 24 Wochen
eine Reduktion der HDV-Viruslast sowie Normalisierung der hepatischen Transaminasen
durch Verabreichung des neutralisierenden monoklonalen HBsAg-spezifischen Antikérpers
Tobevibart (VIR-3434), auch in Kombination mit der small interfering RNA (siRNA, wértlich
Ubersetzt kleine eingreifende RNA) Elebsiran (VIR-2218), gezeigt werden (Asselah et al.
2024b). In verschiedenen kleineren Phase 1 und 2 Studien erforschte medikamentdse An-
satze umfassen zudem die Verabreichung von Nukleinsaure-Polymeren (englisch: nucleic
acid polymers, NAPs), welche die Bildung und Sekretion von HBsAg inhibieren (Abbildung
7) und eine direkte Interaktion mit dem HDAg eingehen und so, in Kombination mit peg-
IFNa, eine anhaltende HDV-Negativitat erreichen kénnen (Bazinet et al. 2020, 2017). Au-
Rerdem wird die Wirksamkeit einer weiteren siRNA (JNJ-3989, NCT04535544) gepruft, die
die HBV-RNA-Replikation stort (Yuen et al. 2023) (Abbildung 7) und so zu einer reduzierten
HDV-Viruslast fuhren soll, sowie von Nivolumab (NCT04638439), einem sogenannten
Checkpoint-Inhibitor des PD-1-Rezeptors (programmed cell death protein 1), der im Rah-
men der HBV-Infektion eine gesteigerte HBV-spezifische T-Zell-vermittelte Immunantwort
bewirkt (Gane et al. 2019). Fur beide klinischen Studien sind derzeit noch keine Ergebnisse

publiziert.
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Abbildung 7: Therapeutische Ansatze zur Behandlung der chronischen Hepatitis D

und entsprechender Wirkort im HDV-Lebenszyklus

1) Bindung an NTCP und Eintritt in die Zelle, 2) Transport des RNP-Komplexes zum Zell-
kern, 3) HDV-Replikation, 4) Prenylierung des L-HDAg, 5) Bildung neuer HDV-RNPs, 6)
Interaktion mit HBsAg, 7) HDV-Sekretion. Darstellung der verschiedenen Eingriffsorte von

Medikamenten zur Behandlung der Hepatitis D (Sandmann und Cornberg 2021).

Die derzeit im praklinischen Rahmen getesteten Praparate zielen grof3tenteils entweder auf
die Immunantwort in der Bekdmpfung der HDV-Infektion oder den HDV-Eintritt in den He-
patozyten. Zu den in vivo getesteten Substanzen gehéren unter anderem Ergosterolper-
oxid, ein Sterol, welches durch Bindung an NTCP und somit als Entry-Inhibitor die friihen
Schritte der HDV-Infektion in vivo verhindert (Chiou et al. 2024), sowie mit ubiquitiniertem
S-HDAg-beladene Exosomen, die in HDV-replizierenden Mausen Uber die Induktion der
zellularen Immunantwort ebenfalls eine Reduktion der Viruslast erreichen konnten (Yao et
al. 2021). In vitro wurde fiir den Farnesoid-X-Rezeptor, ein nuklearer Rezeptor, der in den
Gallensauremetabolismus involviert ist, eine Reduktion von HDV-Replikation sowie der
Sekretion und Infektiositat von HDV-Virionen nachgewiesen (Legrand et al. 2023). Upad-
acitinib, ein normalerweise in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis eingesetzter spe-

zifischer Inhibitor der Januskinase 1 (JAK1), die eine Schlisselrolle in der Immunantwort
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auf virale Infektionen spielt, konnte in HDV-infizierten primaren humanen Hepatozyten
ebenfalls die virale Replikation hemmen (Heuschkel et al. 2024). Auch Immunmodulatoren,
die den NF-kB-Signalweg induzieren, zeigten in vitro einen Effekt in der HDV-Reduktion

(Michelet et al. 2022), genauso wie ein Ciclosporin A Analogon (Liu et al. 2021).

Abgesehen von der medikamentdsen Therapie kommt als Ultima Ratio bei Leberversagen,
Zirrhose oder hepatozellularem Karzinom zudem eine Lebertransplantation in Frage (Mar-
tini et al. 2022). Durch die prophylaktische Gabe von NUCs und HBsAg-Immunglobulinen
konnten die HDV-Reinfektionsraten dabei auf maximal 13 % reduziert werden, wobei in
vielen europaischen Studien Uberhaupt keine Ruckfalle auftraten (Martini et al. 2022). Fur
das Uberleben nach der Transplantation wurde in einer aktuellen Studie aus den USA kein
Unterschied zwischen HBV- und HBV/HDV-infizierten Transplantierten festgestellt (Kush-
ner et al. 2021).

2.4 Immunreaktion bei HDV-Infektion

Das Immunsystem wird allgemein in die angeborene und die adaptive Immunantwort auf-
geteilt und ist fir die Bekdmpfung viraler Infektionen zustandig. Die erste Abwehrreaktion
bei Kontakt zu einem viralen Pathogen wird dabei vom angeborenen Immunsystem Utber-
nommen. Dieses setzt sich aus natirlichen physikalischen Barrieren wie Haut und Schleim-
haut, Zellen wie Makrophagen, Granulozyten und nattrlichen Killerzellen sowie im Blut zir-
kulierenden Proteinen zusammen und ruft eine unspezifische Immunantwort mit Aktivierung
von inflammatorischen Zytokinen hervor. Zu diesen Zytokinen gehdren unter anderem In-
terferone, Interleukine, Chemokine und Tumornekrosefaktoren, die - neben der Induktion
eines antiviralen Zustandes mit Ausldsung einer Apoptose und beispielsweise Hemmung
von Virusreplikation und -ausbreitung - auch das adaptive Immunsystem (Synonym: erwor-
benes Immunsystem) aktivieren kénnen. Dieses setzt sich aus T- und B-Lymphozyten zu-
sammen und erzeugt eine Antigen-spezifische Immunantwort (Beltra und Decaluwe 2016,
Hoblos und Kefalakes 2023, Jarczak und Nierhaus 2022, Kaur und Secord 2019, Medzhi-
tov und Janeway 2000).

Auch im Rahmen der HDV-Infektion spielt das Immunsystem eine wesentliche Rolle. Die
exakten Mechanismen der HDV-abhangigen Immunantwort und wie diese mit der Patho-
genese der chronischen HDV-Infektion zusammenhangen sind bislang jedoch nicht ab-
schlieBend geklart (Jung et al. 2020b).
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2.4.1 Erkennen von HDV-RNA und Auslosung einer Interferon-Sekretion

RNA-Viren werden im Allgemeinen Uber Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs),
wie beispielsweise doppelstrangige RNA, die im Menschen physiologischerweise nicht vor-
kommt, im Zytoplasma des Hepatozyten von den Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR,
wortlich Ubersetzt etwa Mustererkennungsrezeptoren) erkannt (Zhang und Urban 2021).
Zu diesen PRRs gehdren unter anderem Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) und RIG-I-dhnliche
Rezeptoren (RLRs), welche in das retinoic acid-inducible gene | (RIG-1), das Melanom-Dif-
ferenzierungsantigen 5 (MDAS) und laboratory of physiology and genetics 2 (LGP2) unter-
teilt werden (Zhang und Urban 2021), wobei im Falle der HDV-Infektion insbesondere die
im Zytoplasma lokalisierten MDA5 und LGP2 eine Rolle spielen (Gillich et al. 2023, Zhang
et al. 2018). Die Erkennung der PAMPs Uber die PRRs fihrt zur Aktivierung des mito-
chondrialen antiviralen Signalproteins (MAVS), welches wiederum Interferon-Regulations-
faktoren (IRF) und den Transkriptionsfaktor nuklearer Faktor kappa B (NF-kB) aktiviert.
Diese wandern in den Zellkern und nehmen dort die Transkription von Interferon Typ | (IFN-
a und -B) und Typ Il (IFN-A) vor (Zhang und Urban 2021) (Abbildung 8). Beide Interferone
kénnen nach Sekretion tUber den Januskinasen(JAK)-/Signal Transducers and Activators of
Transcription(STAT)-Signalweg den ISG-Faktor-3-Komplex aktivieren, der sich aus phos-
phorylietem STAT1 und STAT2 sowie IRF-9 zusammensetzt und der, nachdem er in den
Zellkern gewandert ist, die Induktion verschiedener Interferon-stimulierter Gene (ISGs) tUber

Bindung der entsprechenden Promotor-Regionen initiiert (Schoggins 2019).

Neben den Hepatozyten konnten zudem Zellen des angeborenen Immunsystems wie dend-
ritische Zellen und Makrophagen zu der Interferon-Produktion im Rahmen der HDV-Infek-
tion beitragen (Ali et al. 2019, Zhang und Urban 2021).
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Abbildung 8: Antwort des angeborenen Imnmunsystems auf eine HDV-Infektion

HDV-RNA wird von MDAS im Zytoplasma des Hepatozyten erkannt, was zur Aktivierung
verschiedener Regulations- und Transkriptionsfaktoren fiihrt. In der Folge kommt es zur
Bildung und Sekretion von Interferonen, die an ihre Rezeptoren auf der Zelloberfléche bin-
den. Durch Aktivierung eines JAK-STAT-Signalweges werden ISGs induziert (Zhang und
Urban 2021).

2.4.2 |Intrinsische ISG-Induktion und adaptive Immunantwort

ISGs sind im Allgemeinen maf3geblich verantwortlich fir die antivirale Immunantwort, indem
sie (in seltenen Fallen) die virale Anheftung an die Zelloberflache hemmen oder (deutlich
haufiger) das Eindringen des Virus in die Zelle sowie den Transport zum Zellkern verhindern
und die virale Genexpression hemmen (Schoggins 2019). Aufgrund ihrer Abhangigkeit von
der Interferon-Signaltransduktion gelten einige ISGs als reprasentativer Marker fiir die In-

terferonantwort des angeborenen Immunsystems (Haller et al. 2015).

Im Rahmen der HDV-Infektion konnte in Stammzell-generierten Hepatozyten eine Korrela-
tion zwischen intrazellularer Menge an HDV-RNA und Interferon- beziehungsweise ISG-

Spiegeln hergestellt werden (Lange et al. 2023). Der Effekt von Interferonen auf die HDV-
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Replikation scheint jedoch vergleichsweise eher schwach auszufallen, wohingegen von ei-
ner Wirksamkeit hauptsachlich im Rahmen der Zellteilung HDV-infizierter Hepatozyten aus-
gegangen wird (Zhang et al. 2022). Im Vergleich zur HBV-Monoinfektion fallt die intrinsi-
sche ISG-Induktion in der HDV-Ko- oder Superinfektion deutlich starker aus und ist zudem
mit der Sekretion von pro-inflammatorischen und pro-fibrinogenen Zytokinen wie dem trans-
formierenden Wachstumsfaktor beta (TGFR}), dem Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) oder
dem C-X-C motif Chemokin 10 (CXCL10) assoziiert, was eine mdgliche Erklarung fir den
schwereren klinischen Verlauf der chronischen Hepatitis D sein konnte (Giersch etal. 2015,
Usai et al. 2020). CXCL10 dient unter anderem der Rekrutierung von Monozyten, Makro-
phagen und T-Zellen zum Ort der Entziindung und wird vor allem durch IFN-B und IFN-A
induziert (Makuch et al. 2022). Dies passt zu der Beobachtung, dass im Rahmen der HDV-
Infektion nur IFN-B und IFN-A sezerniert werden, nicht aber IFN-a (Alfaiate et al. 2016,
Giersch et al. 2015, Lange et al. 2023, Zhang et al. 2018). IFN-3 wiederum scheint zu
einer gesteigerten Aktivierung zytotoxischer naturlicher Killerzellen zu fihren, was mdglich-
erweise zu den schweren Leberschaden bei HDV-Patient:innen beitragt (Groth et al. 2023).
Bei Schimpansen konnte aulRerdem gezeigt werden, dass eine gesteigerte CXCL10-Ex-
pression mit erhdhten ALT-Spiegeln und Nekroinflammation, also einer Entziindungsreak-
tion auf nekrotischen Zelltod, einhergeht (Engle et al. 2020). Weitere ISGs, die im Rahmen
der HDV-Infektion induziert werden, umfassen - neben vielen weiteren (He et al. 2015) -
das Virus-spezifische Myxovirus resistance protein 1 (MX1, Synonym: MXA), eine GTPase,
die auf die frihen Schritte im viralen Lebenszyklus verschiedener Negativ-Strang-Viren ab-
zielt (Giersch et al. 2015, Metz et al. 2023, Schoggins 2019), sowie das Interferon-stimu-
lierte Gen 15 (ISG15), welches Ublicherweise die virale Translation, die Replikation und den
Austritt aus der Zelle hemmt (Schneider et al. 2014). Im Rahmen der Infektion mit dem
Hepatitis-C-Virus (HCV) wurde ISG15 hingegen eine provirale Aktivitat im Sinne einer For-
derung der viralen Replikation zugeschrieben (Broering et al. 2010, Sandmann und We-

demeyer 2023). Ob dies auch fur die HDV-Infektion zutrifft, ist bislang nicht belegt worden.

Einige der pro-inflammatorischen Zytokine wie TNFa, Interleukin-1(3 (IL-18) und Interleukin-
6 (IL-6) fuhren aulRerdem zur Abnahme der hepatischen NTCP-Expression (Appelman et
al. 2021, Zhao et al. 2021), was zu der Beobachtung passt, dass bei chronisch HBV-
infizierten Patient:innen mit histologisch hoher entziindlicher Aktivitdt und folglich hoher
kompensatorischer Hepatozyten-Proliferation ebenfalls eine niedrigere NTCP-Expression
auftritt (Yan et al. 2019). Fur die HDV-Infektion wurde dies bislang jedoch nicht bestatigt.

Zu den Interferon-stimulierten Proteinen gehdren auf3erdem solche, die an der Antigenpra-
sentation auf der Hepatozytenoberflache beteiligt sind. Daher werden im Vergleich zur

HBV-Monoinfektion bei HDV-Infektion auch mehr HBV-Epitope prasentiert und eine gestei-
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gerte Entziindungsreaktion ausgeldst (Oberhardt et al. 2022, Tham et al. 2020). Die he-
patische Antigenprasentation findet Gber den Haupthistokompatibilitatskomplex (major his-
tocompatibility complex, MHC), auch humanes Leukozytenantigen (HLA) genannt, der
Klasse | statt (Oberhardt et al. 2022, Tham et al. 2020), welcher in humanisierten Mausen
durch die HDV-Infektion verstarkt exprimiert wird (Giersch et al. 2015). Daneben findet
auch eine Antigenprasentation Uber die HLA-Klasse-ll, statt, die ausschlieRlich auf antigen-
prasentierenden Zellen wie dendritischen Zellen exprimiert werden. Die Antigenprasenta-
tion 16st eine Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor aus (Cruz-Tapias et al. 2013), wodurch
T-Zellen aktiviert und, kurz gefasst, CD4-positive T-Helferzellen, CD8-positive zytotoxische
T-Zellen und Antikérper-produzierende B-Zellen stimuliert werden (Oberhardt et al. 2022).
In HDV-positiven Patient:innen wurde eine Akkumulation zytotoxischer CD4-positiver T-
Lymphozyten (Oberhardt et al. 2022) und teilweise chronische Aktivierung zytotoxischer
CD8-positiver T-Lymphozyten (Hoblos und Kefalakes 2023) beobachtet, was insgesamt zu
einer verstarkten Entziindung fihrt (Oberhardt et al. 2022). Uber B-Zellen produzierte HDV-
spezifische Antikdrper spielen nach derzeitigem Kenntnisstand in der antiviralen Immunre-
aktion eher eine untergeordnete Rolle und stehen vorranging als diagnostisches Mittel zur
Verfugung (Oberhardt et al. 2022).

2.4.3 Mechanismen zur Umgehung des Immunsystems und viraler Persistenz

Warum die durch HDV-induzierte Immunantwort in der Regel nicht ausreicht, die Infektion
zu bekampfen, ist bisher nicht abschlieRend geklart und Forschungsgegenstand der aktu-
ellen Literatur. In einem aktuellen Fallbericht wurde eine Korrelation zwischen einer massiv
gesteigerten HDV-Virusaktivitat und schwerer Transaminasenerhéhung bei Glucocorticoid-
induzierten Immunsuppression hergestellt, was die wichtige Rolle der Immunantwort bei
einer HDV-Infektion hervorhebt (Patmore et al. 2023). Trotz einer allgemein gesteigerten
T-Zell-Antwort auf die HDV-Infektion reicht die adaptive Immunantwort aber nicht zur Be-
kadmpfung der chronischen Hepatitis aus (Gill 2023). Insbesondere eine Dysfunktionalitat
CD8-positiver T-Zellen im Rahmen der HDV-Infektion tragt hierzu bei, einerseits bedingt
durch eine allgemeine Erschopfung dieser Zellen und andererseits durch eine Immuneva-
sion des Virus, sodass es gar nicht erst zu einer CD8-Antwort kommt (Oberhardt et al.
2022).

Bezuglich der Antwort des angeborenen Immunsystems scheint die Januskinase 1 (JAK1)
im Rahmen der HDV-Infektion zusatzlich zu ihrer Funktion als Teil der oben genannten
Signalkaskade auch eine gleichzeitig provirale Rolle einzunehmen, indem sie wesentlich
an der Phosphorylierung des HDAg und der HDV-RNA-Replikation beteiligt ist (Heuschkel
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etal. 2024). AuRerdem wird die Erkennung von HDV Uber die PRRs von HBV-spezifischen
Proteinen (HBx, HBsAg, Polymerase) und dem HDAg gehemmt (Jung et al. 2020a). Wah-
rend bisherige Zellkultur-Experimente darauf hindeuten, dass das L-HDAg auflierdem
STAT1 und 2 sowie dessen Phosphorylierung hemmt, was wiederum eine Erklarung fur die
schlechte Therapieresonanz auf IFNa sein kénnte (Jung et al. 2020a, Pugnale et al. 2009),
stellte sich in humanisierten Mausen eine HDV-induzierte Zunahme der STAT1-Expression
heraus (Giersch et al. 2015). Zudem wurde kirzlich das Interferon-induzierte Transmemb-
ran-Protein 3 (IFITM3) als NTCP-Kofaktor identifiziert, welches moglicherweise von HBV
und HDV zum erleichterten Zelleintritt und Verhinderung einer intrazellularen Degradierung

durch das Immunsystem zweckentfremdet wird (Palatini et al. 2022).

Ein weiterer méglicher Mechanismus beruht auf der ADAR1 (Hartwig et al. 2006), die eben-
falls zu den Interferon-stimulierten Proteinen gehért und fir die Bildung des L-HDAg not-
wendig ist. Dieses hemmt zwar die Virusreplikation (Jung et al. 2020a), férdert aber auch
die Virusassemblierung, sodass es dennoch moglich ware, dass HDV die viralen Abwehr-
mechanismen des Interferon-Systems fiir seinen eigenen Lebenszyklus nutzt (Chida et al.
2023). Antivirale ISGs, die direkt in den HDV-Lebenszyklus eingreifen, wurden bislang nicht
identifiziert (Lucifora et al. 2022), was diese Hypothese stiitzen kdnnte. In vitro konnte
kirzlich auRerdem gezeigt werden, dass HDV zu einer anhaltenden Aktivierung des Inter-
feron-Systems fuihrt, was in der Konsequenz zu einer Interferon-Unempfindlichkeit fiihrt und
exogen zugefuhrtes IFNa somit unwirksam macht. Dies ware eine mégliche Erklarung fur
das geringe Therapieansprechen auf therapeutisch eingesetztes IFNa (Chida et al. 2023).
Zudem kann HDV aufgrund seiner Eigenschaft als RNA-Virus, bei dessen Replikation es
zu genomischen Mutationen kommen kann, beispielsweise die Erkennung Uber in der Be-
volkerung weit verbreitete HLA-Molekule umgehen und so einer Immunantwort entkommen
(Jung et al. 2020a, Karimzadeh et al. 2019).

Ein moglicherweise auf eine autoimmune Komponente der chronischen Hepatitis D hinwei-
sendes Phanomen stellt auRerdem die erhéhte Pravalenz unspezifischer Autoantikérper im
Rahmen der HDV-Infektion dar (Hermanussen et al. 2023). In einer kurzlich verdffentlichten
Studie wurde eine Assoziation zwischen erhdhten IgG-Spiegeln und HDV-Viramie, Transa-
minasenerhéhung und Leberfibrose festgestellt. Folglich steht die Hypothese einer polyklo-
nalen B-Zell-Aktivierung als mdgliche Erklarung fiur Schweregrad und Aktivitdt der HDV-
Infektion im Raum. lhre klinische Relevanz bleibt jedoch noch ungeklart (Hermanussen et
al. 2023).
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2.5 HDV-Tiermodelle

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen HDV und HBV, der verschiedenen Infektions-
dynamiken und der Immunreaktion sowie zur Testung antiviraler Substanzen in praklini-
scher Umgebung kommen verschiedene Tiermodelle zum Einsatz. Naturliche Wirte der
HBV/HDV-Koinfektion sind dabei neben dem Menschen lediglich Schimpansen (Rizzetto et
al. 1980a), die insbesondere in den ersten Jahren nach Entdeckung des Virus wichtige
Erkenntnisse lieferten (Gerin 2001), sowie die evolutionar eng mit Primaten verwandten
Spitzhdérnchen (lateinisch: Tupaia belangeri) (Li et al. 1995). Alternativ kdnnen durch Trans-
duktion eines NTCP-tragenden viralen Vektors auch Mause, Ratten, Hunde, Schweine und
Makaken mit HDV infiziert werden. In Waldmurmeltieren, Hérnchen und Pekingenten kann
die HDV-Infektion anstelle von HBV im Beisein anderer verwandter Hepadnaviridae wie
beispielsweise dem Woodchuck-Hepatitis-Virus erfolgen (Giersch und Dandri 2021). Auf-
grund einiger Nachteile wie erschwerter Verflugbarkeit, hoher Kosten, teils komplizierter
Handhabung durch beispielsweise Winterschlaf, gesetzlich regulierter Fallzahlen und star-
ker ethischer Bedenken bezlglich mancher dieser Tiere werden heutzutage jedoch Uber-
wiegend praktikablere Mausmodelle zur praklinischen HDV-Forschung genutzt (Aldabe et
al. 2015, Giersch und Dandri 2021).

Da der murine NTCP-Rezeptor keinen Eintritt von HBV und HDV in den Hepatozyten zu-
lasst (Yan et al. 2013), ist die Wildtyp-Maus resistent gegen eine HDV-Infektion. Eine Mog-
lichkeit zur Umgehung dieser Problematik ist die Modifikation einiger Aminosauren im muri-
nen NTCP-Rezeptor (He et al. 2016, Luetgehetmann et al. 2018) oder Expression des
humanen NTCP-Rezeptors in transgenen Mausen (He et al. 2015) bei gleichzeitiger Ex-
pression der notwendigen HBV-Hdllproteine (Winer et al. 2018). Nachteile dieses Modells
sind jedoch, dass bislang keine gleichzeitige HBV-Infektion etabliert werden konnte, die
HDV-Infektion aufgrund vermutlich weiterer Spezies-spezifischer Mechanismen der muri-
nen Hepatozyten nicht ausreichend toleriert wird und nur niedrige Infektionsraten sowie
eine kurze Infektionsdauer etabliert werden kdnnen (Giersch et al. 2021b). In einem ande-
ren Ansatz wird Uber die hydrodynamische Injektion von komplementarer HDV-DNA (HDV-
cDNA), von in vitro transkribierter HDV-RNA (Chang et al. 2001) oder von HDV-kodieren-
den Plasmiden in die murine Schwanzvene HBV-transgener Mause (Bordier et al. 2003)
eine HDV-Replikation generiert. Dieses Modell eignet sich aufgrund seiner Kurzlebigkeit
besonders zur Charakterisierung der akuten Auswirkungen der HDV-Replikation (Dandri
und Lutgehetmann 2014), ist jedoch gleichzeitig aufgrund der schnellen Injektion hoher
Volumina mit gravierenden Leberschaden verbunden (Dandri und Petersen 2017). Weiter-
hin kébnnen Adeno-assoziierte Viren (AAV) als Vektor zur Einschleusung des HDV- und

HBV-Genoms in immunkompetente Mause genutzt werden und in diesen eine produktive
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,Koinfektion“ hervorrufen (Suarez-Amaran et al. 2017), was gut zur Untersuchung des
HDV-Lebenszyklus und der HDV-induzierten Leberpathologie genutzt werden kann (Ma-
estro et al. 2021). Das AAV-System eignet sich jedoch weder zur Erforschung des Virus-
eintrittes und der antiviralen Therapie mit Entry-Inhibitoren, noch kénnen immunvermittelte

Spezies-assoziierte Unterschiede ergriindet werden (Giersch und Dandri 2021).

Einige der bereits genannten Nachteile konnen mittels Einsatz sogenannter human-Leber-
chimarer Mause vermieden werden, indem im Rahmen einer xenogenen Transplantation
primare humane Hepatozyten (PHH) in die murine Leber einer immundefizienten Maus in-
tegriert werden (Burwitz et al. 2020). Das in dieser Arbeit genutzte Mausmodell wird im

Folgenden genauer dargestellt.

2.5.1 uPA/SCID/beige/IL2RG(USG)-Mausmodell

Das USG-Mausmodell mit human-Leber-chimaren Mausen (englisch: human liver chimeric
mice) eignet sich besonders zur Analyse der HBV- und HDV-Interaktion mit humanen He-
patozyten beziehungsweise der viralen Dynamiken untereinander sowie zur praklinischen
Testung antiviraler Substanzen in Abwesenheit einer adaptiven Immunanwort (Lutgehet-
mann et al. 2012). Es ist ein gut charakterisiertes Mausmodell und ist auch in der For-
schung mit HCV (Meuleman et al. 2005) und dem Hepatitis-E-Virus (HEV) einsetzbar (All-

weiss et al. 2016).

Die Uberexpression des Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA)-Transgens, gesteuert
durch einen Albumin-Promotor, fihrt in Mausen kurz nach ihrer Geburt zu einer frihen
Plasminogen-induzierten Hepatotoxizitat. Die Plasminogen-vermittelte Aktivierung von
Plasmin, welches proteolytische Schaden im endoplasmatischen Retikulum hervorruft
(Dandri et al. 2001, Sandgren etal. 1991), resultiert in einem Absterben der das Transgen-
tragenden murinen Hepatozyten. Gleichzeitig wird das adaptive Immunsystem durch bei-
spielsweise einen schweren kombinierten Immundefekt (englisch: severe combined immu-
nodeficiency syndrome, SCID) und die sogenannte beige-Mutation, die zu einer Abwesen-
heit funktionierender B- und T-Lymphozyten sowie naturlicher Killerzellen fihren (Bosma et
al. 1983, Roder 1979), ausgeschaltet. Zusatzlich fuhrt ein Knockout des Interleukin-2 re-
ceptor gamma chain (IL2RG”)-Gens (Giersch et al. 2021c) zu einer Thymushypoplasie
und einem allgemeinen Lymphozytenmangel (Cao et al. 1995). Folglich kénnen kryokon-
servierte primare humane Hepatozyten xenogen transplantiert werden und die murine Le-

ber repopulieren (Dandri et al. 2001).

Nach ausreichender hepatischer Repopulation durch humane Hepatozyten, objektiviert an-

hand des humanen Albumspiegels im Mausserum, wird die intraperitoneale HBV-Infektion
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vorgenommen. Die HDV-Infektion kann dabei entweder gleichzeitig im Rahmen einer
HBV/HDV-Koinfektion erfolgen, oder sie findet nach tber acht Wochen als Superinfektion
statt (Lutgehetmann et al. 2012). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass HDV auch in
Abwesenheit von HBV flir mindestens 6 Wochen persistieren und umgekehrt durch HBV-
Superinfektion in eine produktive, replizierende Infektion Gbergehen kann (Giersch et al.
2014). Der genaue Ablauf der Etablierung einer HDV-Infektion in den USG-Mausen kann
Abbildung 9 entnommen werden.
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Abbildung 9: uPA-SCID-Mausmodell fiir die HBV- und HDV-Infektion

1) Generierung von uPA-SCID-Mé&usen. 2) Transplantation von einer Million priméren hu-
manen Spenderhepatozyten in etwa 2 bis 3 Wochen alte homozygote uPA-SCID-Méause
tber die Milz. 3) Eine Woche nach Transplantation proliferieren erste Hepatozyten-Cluster
in der Mausleber, dargestellt iber humanspezifische Farbung von Cytokeratin 18 und ki67.
4) Intraperitoneale HBV-Infektion (iber HBV-infiziertes menschliches oder murines Serum
oder liber Zellkultur-generierte Viren. 5) Nach 6 Wochen HBV-Ausbreitung sind bereits die
meisten Hepatozyten infiziert. 6) Nach 12 Wochen sind fast alle Hepatozyten infiziert. Im
Setting dieser chronischen Infektion kbnnen zum Beispiel die Wirksamkeit antiviraler Sub-
stanzen und 7) das angeborene Immunsystem in humanen Hepatozyten in Abwesenheit
einer adaptiven Immunantwort untersucht werden. 8) Chronisch beziehungsweise stabil
HBV-infizierte Mduse kénnen mit HDV superinfiziert werden. 9) Transplantation bereits in-
fizierter humaner Hepatozyten in die Mausleber zur Untersuchung von HBV-Parametern in

proliferierenden Zellen (Dandri und Petersen 2012).

2.6 HDV-Zellkulturmodelle

Neben den bereits erlduterten Tiermodellen werden auch einige in vitro-Systeme fir die
HDV-Forschung verwendet. Diese bieten den Vorteil, dass ethische Bedenken gréftenteils
umgangen werden kdnnen und Experimente zum einen in kontrollierter physiologischer
Umgebung stattfinden kénnen und zum anderen, im Falle klonaler Zellen, leichter reprodu-
zierbar sind (Arango et al. 2013). Gleichzeitig sind Zellkulturversuche trotz einer vergleichs-
weise geringen Zellzahl haufig kosten- und zeitintensiv (Arango et al. 2013) und Modelle,
die den gesamten HBV- und HDV-Lebenszyklus erméglichen, sind nur begrenzt verfugbar
(Heuschkel et al. 2021, Lee et al. 2023). Im Rahmen einer HDV-Infektion kommen aktuell

vorrangig primare humane Hepatozyten oder hepatische Tumorzellen zum Einsatz.

2.6.1 Tumorzelllinien

Aus dem Tumor einer HCV-infizierten Leber generierte HepaRG-Zellen werden bereits seit
einigen Jahren zur HBV- und HDV-Kultur eingesetzt (Engelke et al. 2006, Gripon et al.
2002). Bei HepaRG-Zellen handelt es sich um Vorlauferzellen, welche die Fahigkeit besit-
zen, sich in vitro in Gallengangs- und Hepatozyten-ahnliche Zellen zu differenzieren (Ma-

rion et al. 2010) und so neben einigen hepatischen Enzymen und Transkriptionsfaktoren
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auch NTCP exprimieren kénnen (Ni et al. 2014). Im differenzierten Zustand kann in He-
paRG-Zellen eine starke HDV-induzierte Interferon-Antwort ausgelést werden (Alfaiate et
al. 2016). Aufgrund der andererseits eher niedrigen HBV-Infektionsraten von HepaRG-
Zellen und nur schwach vorhandener cccDNA-Amplifikation sowie sehr eingeschrankter Vi-
rus-Ausbreitung auf uninfizierte Zellen (Hantz et al. 2009) ist ihr Einsatz jedoch limitiert.
Andere Tumorzelllinien, wie die aus einem hepatozellularen Karzinom stammenden Huh7-
und HepG2-Zellen, sind leicht zu handhabende Zellkulturmodelle und werden seit Jahrzen-
ten fir die HDV-Forschung genutzt (Guo et al. 2023). Da ihnen jedoch einige Funktionen
wie die NTCP-Expression fehlen, sind diese nicht zur Untersuchung des gesamten HDV-
Lebenszyklus geeignet (Guo et al. 2023). Dies kann in Teilen durch die Entwicklung NTCP-
tragender Tumorzellen (Huh7-NTCP, HepG2-NTCP) umgangen werden (Ni et al. 2014).
Um die spaten Schritte im HDV-Lebenszyklus zu erleichtern, ist zudem eine NTCP- und
HBsAg-exprimierende HepG2-Zelllinie (HepNB2.7) entwickelt worden (Lempp et al. 2019).
Weiterhin wurden HDV-RNA und HBsAg exprimierende Huh7-2C8D (Bach et al. 2023) und
Huh7-END-Zellen (Ni et al. 2019) geschaffen, die zu einer schnellen und effizienten Pro-
duktion infektioser HDV-Viren genutzt werden kdnnen. Die Ko-Kultivierung einiger Tumor-
zellen mit beispielsweise naturlichen Killerzellen konnte zudem Informationen zum Ver-

standnis der Immunreaktion bei HDV-Infektion beitragen (Groth et al. 2023).

Im direkten Vergleich sind Huh7-NTCP-Zellen zwar leichter fir eine HDV-Infektion zugang-
lich als HepG2-NTCP- und HepaRG-Zellen, scheinen jedoch keine vollstandige angebo-
rene Immunantwort zu leisten und die Infektion mit HBV nicht ausreichend zu beglinstigen
(Bach et al. 2023, Ni et al. 2014, Zhang et al. 2018).

2.6.2 Primare humane Hepatozyten (PHH)

Die ersten HDV-Zellkulturen mit primaren Hepatozyten fanden bereits in den 1980er-Jahren
mit Zellen des Waldmurmeltiers (Taylor et al. 1987) und des Schimpansen (Sureau et al.
1991) statt, gefolgt von PHHs in den 2000er-Jahren (Gudima et al. 2007). PHHs dienen
als naturlicher Wirt fur HBV und HDV und ermdglichen den vollstdndigen Lebenszyklus
dieser Viren (Heuschkel et al. 2021), sodass sie insbesondere zur Untersuchung antiviraler
Substanzen und der Interaktion zwischen Virus und Wirt (also Hepatozyt) genutzt werden
(Guo et al. 2023).

Allerdings sind hochqualitative PHHs nur begrenzt verfligbar und aufgrund variabler Quali-
tat und Herkunft der Spenderhepatozyten (Bhogal et al. 2011) kommt es zu schwankenden
Effizienzen in Bezug auf die HBV- und HDV-Infektion (Guo et al. 2023). Entgegen der sonst

hohen Regenerationsfahigkeit der Leber bleibt eine Proliferation der Hepatozyten in vitro
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aus und die Handhabung gestaltet sich allgemein anspruchsvoll (Guo et al. 2023). Auler-
dem tritt nach Isolierung der PHHs meist rasch aufgrund von Ischamie, gestorter Gewebsar-
chitektur und Anpassung an die Umgebung eine veranderte leberspezifische Genexpres-
sion auf, die zu einer sogenannten Dedifferenzierung der Hepatozyten flhrt und morpholo-
gische Anpassungen sowie den Verlust einiger Eigenschaften wie die normalerweise stark
vorhandene Polaritat der Hepatozyten nach sich zieht (Elaut et al. 2006). Dies verringert
die Disposition der Hepatozyten fur die Infektion mit HBV und HDV (Guo et al. 2023). Die
Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) und weiteren Chemikalien wie Forskolin, ein Aktiva-
tor der Adenylatzyklase, in das Kulturmedium kann den Prozess der Dedifferenzierung ver-
langsamen und HBV-Infektionsraten sowie Replikation steigern (Elaut et al. 2006, Gripon
et al. 1988, Xiang et al. 2019), genauso wie die Ko-Kultivierung von PHHs mit nicht-pa-
renchymatdsen Leberzellen (Winer et al. 2020). Andere moderne Verfahren wie 3D-Kultu-
ren (Ortega-Prieto et al. 2018) oder PHH- (De Crignis et al. 2021) beziehungsweise
Stammzell-generierte (Nie et al. 2018) Leberorganoide wurden bislang lediglich fur die
HBV-Infektion erprobt, konnten jedoch ebenfalls eine friihzeitige Dedifferenzierung von He-

patozyten verhindern.

Derzeit gelten PHHs aufgrund der im Vergleich zu anderen Zelllinien weitgehend erhalte-
nen physiologischen Funktionen wie einer Hepatozyten-vermittelten Immunantwort und des
Lebermetabolismus jedoch weiterhin als Goldstandard des hepatischen Zellkulturmodelles
und fur die Untersuchung von HBV und HDV sowie der angeborenen Immunreaktion im
Rahmen der Virusinfektion in Zellkultur (Guo et al. 2023, Heuschkel et al. 2021).
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Tabelle 1: Gerate

Gerét Hersteller Land
Abbott Architect Platform Abbott Laboratories, = USA
Abbott Diagnostics
ABI ViiA Real-Time PCR System Applied Biosystems USA
Autoklav VX-120 Systec Deutschland
Centrifuge 5427R Eppendorf SE Deutschland
Centrifuge 5810R Eppendorf SE Deutschland
CO2-Inkubator mit HeiBluftsterilisation Mo- BINDER GmbH Deutschland
dell CB-S 170
cobas® 6800 System Roche Schweiz
Cryostar NX50 Kryostat Thermofisher
ELISA Bethyl Laboratories, = Deutschland
Biomol GmbH
Eppendorf ThermoMixer® C Eppendorf SE Deutschland
EUROStar Fluoreszenzmikroskop Euroimmun AG Deutschland
Fluoreszenz-Mikroskop BZX710 Keyence Japan
GeneAmp® PCR System 9700 thermal Applied Biosystems USA
Graph Pad Prism 10 for macOS Software = GraphPad USA
Leica DM IL LED Inverses Labormikro- Leica Microsystems Deutschland
skop GmbH
Microsoft® PowerPoint Microsoft USA
Multipette® stream Eppendorf SE Deutschland
MyFuge™ 12 Mini Centrifuge C1012 Benchmark Scientific = USA
Inc.
NanoDropTM 2000 Spektralphotometer Thermo Scientific USA
neolLab Vortex Mixer 7-2020 neolLab Deutschland
Pipetten Research Plus Eppendorf SE Deutschland
(10/ 20/ 100/ 200/ 1000 pl)
Qubit® Fluorometer 3.0 Thermo Fisher USA

Universalwasserbad Precision GP 05 Thermo Fisher USA



3.1.2 Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Zellkulturschalen NUNC™ Multidish 12 und
NUNC™ Multidish 24

Biosphere® Filter Tips (20, 100, 200, 1000 ul)
Biosphere® plus SafeSeal Tube 1.5 mi
X-Well Zellkulturkammer, 4 Well und 8 Well
auf Glasobjekttrager

Combitips Advanced®

High Precision Deckglaser (24 x 50 mm und
24 x 60 mm)

Eppendorf Tubes® (1.5 ml, 2 ml)
Schraubréhre 15 ml und 50 ml

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction
Plate, 0.1 ml)

MicroAmp™ Optical Adhesive Film

Mikropistill Standard fir 1.5 ml
Multiply®-uStrip Pro 8er Kette

C-Chip Neubauer Einweg-Zahlkammer
Nunc™ 24-Well Platte

SuperFrost™
25x75x 1,0 mm

Petrischalen

Plus Objekttrager

Pinzette Fine Forceps

3.1.3 Tabelle 3: Biomaterial

Hersteller

Thermo Fisher

Sarstedt AG & Co.
Sarstedt AG & Co.
Sarstedt AG & Co.

Eppendorf SE

Paul Marienfeld
GmbH & Co. KG
Eppendorf SE
Sarstedt AG & Co.
Applied Biosystems

Applied Biosystems
Carl Roth GmbH
Sarstedt AG & Co.
NanoEntek
Thermo Fisher

R. Langenbrinck
GmbH

Sarstedt AG & Co.

Fine Science Tool

Land
USA

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland
Deutschland
USA

USA
Deutschland
Deutschland
Korea / USA
USA

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Biomaterial Hersteller / Lieferant Ort

USG-Mause FTH Hamburg Hamburg, Deutschland
Primare humane Hepatozyten Gibco / Thermo Fisher USA

(Lot HU8130)

Virus HDV-1cc

bereitgestellt von Dr.

(Zugriffsnummer: AJO0058)
Virus HDV-1p
(Zugriffsnummer OL825606)

John Taylor
bereitgestellt von Prof.
Dieter Glebe

Philadelphia, USA

GielRen, Deutschland
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3.1.4 Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz
2-Methylbutan

ABI Fast 1-Step Virus Master

ABI Fast Advanced Master

Aceton z. A., ACS, Reag. Ph. Eur.,
Reag. BP, Reag. USP

Bovine Serum Albumin Protease Free
Collagen R 0,2 % L&sung steril

Dako Fluorescent Mounting Medium
Dimethylsulfoxid (DMSQO) HybriMax™
Gentamicin 5 mg/ml

GlutaMax™

HepatoZYME wash
HepatoZYME-SFM

HyClone™ FetalClone™ [I-Serum
Hydrocortison

Insuman Rapid 100 |.E./ml
L-Glutamin 200mM
Paraformaldehyd-Lésung, 4 % in PBS,
Thermo Scientific Chemicals
Penicillin / Streptomycin

Polyethylen glycol

Prospec HBV Pre-S 500 pg
(Katalognummer: HBV-231)

RNeasy Lysis Buffer (Buffer RLT)
Roferon® Interferon alfa-2a

Triton X-100

Trypanblau

Wasserstoffperoxid 30 %

William's E Medium

Hersteller

Carl Roth GmbH

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Chemosolute / TH Geyer

GE Healthcare

Serva

Dako

Sigma-Aldrich

Gibco / Thermo Fisher
Gibco / Thermo Fisher
Gibco / Thermo Fisher
Gibco / Thermo Fisher
Cytiva

Sigma-Aldrich

Sanofi

Gibco / Thermo Fisher

Thermo Fisher

Gibco / Thermo Fisher
Sigma-Aldrich

Prospec

Qiagen
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher

Land
Deutschland
USA

USA

Deutschland

USA
Deutschland
Déanemark
USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA
Deutschland
USA

USA

USA
USA

Israel

Niederlande
Schweiz
USA

USA

USA

USA
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3.1.5 Tabelle 5: Pufferldsungen

Puffer

TNB-Puffer
(Tris-NaCl-blocking
buffer)

pH 7,5

TN-Puffer
(Tris-HCI, NaCl)
pH 7,5

PBS
(Phosphatgepufferte
Salzlésung)

pH 7,4

3.1.6 Tabelle 6: Kits

Kit

Architect HBeAg Assay

Architect HBsAg Assay

Human Albumin ELISA Kit

MasterPure™ Complete DNA and RNA Pu-

rification Kit

QlAamp MinElute Virus Spin Kit
Qubit® dsDNA HS Assay Kit

RNeasy Mini Kit

Tagman Gene Expression Assays
Transcriptor First Strand cDNA Sythesis Kit
TSA®-Fluorescein-Kit

Zusammensetzung Hersteller Land
0,15M NacCl Sigma-Aldrich  USA
0,1M Tris Sigma-Aldrich  USA
0,5 % TSA Blocking reagent PerkinElmer USA
+ Vollentsalzenes Wasser
0,15M NacCl Sigma-Aldrich = USA
0,1M Tris Sigma-Aldrich = USA
+ Vollentsalzenes Wasser
1,06 mM Kaliumdihydrogenphos- Gibco / USA
phat Thermo Fisher
155 mM NaCl
2,97 mM Natriumphosphat, diba-
sisch
Hersteller Land
Abbott Ireland Diagnos- Irland
tics
Abbott Ireland Diagnos- Irland
tics
Immunology Consultants  USA
Laboratory
Epicentre USA
Qiagen Niederlande
Invitrogen Germany
Qiagen Niederlande
Applied Biosystems USA
Roche Schweiz
Perkin Elmer USA
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3.1.7 Tabelle 7: Antikorper zur Immunfluoreszenzfarbung

Antikérper Verdiinnung ' Hersteller

Hoechst 33258 1:20 000
Anti-HDAg (Mensch) 1:8 000

Anti-HLA-A-B-C (ABIN 1:50
100533, Maus)

Anti-HBcAg (Kaninchen) 1:2 000
Alexa Fluor® 555 Ziege 1:1 200
anti-Mensch

Alexa Fluor® 488 Ziege 1:400
anti-Maus
Peroxidase-konjugiertes = 1:200
AffiniPure™ Ziege anti-

Kaninchen IgG

Invitrogen
anti-HDAg-positives humanes
Serum aus dem Universitats-
klinikum Hamburg-Eppendorf
antikoerper-online.de (Rock-
land Immunochemicals)

Dako

Invitrogen

Invitrogen

Jackson ImmunoResearch

Laboratories

3.1.8 Tabellen 8 und 9: Primer und Sonden

Land

Deutschland

Deutschland

Irland

Danemark

Deutschland

Deutschland

UK

Die Primer und Sonden fir die HDV-Messungen wurden aus einer Publikation von Ferns et

al. (Ferns et al. 2012) ibernommen und erkennen alle HDV-Genotypen. Die Primer und

Sonden zur Messung der HBV-pgRNA stammen aus der Publikation von Malmstrém et al.

(Malmstrom et al. 2012).

Messung Primer/Sonde Sequenz 5'— 3’
HDV-RNA Forward Primer GCG CCG GCY GGG CAAC
Reverse Primer TTC CTC TTC GGG TCG GCA TG
Sonde FAM-CGC GGT CCG ACC TGG GCA TCC G-BHQ
HBV-pgRNA  Forward Primer  GGT CCC CTA GAA GAA GAA CTC CCT
Reverse Primer  CAT TGA GAT TCC CGA GAT TGA GAT
Sonde TCT CAATCG CCG CGT CGC AGA
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Fir alle Ubrigen quantitativen PCR-Messungen wurden TagMan-Genexpressionsassays

genutzt, welche entsprechende humanspezifische Primer und Sonden beinhalten. Sie wur-

den zusammen mit dem ABI Fast Advanced Master (Applied Biosystems, USA) angewandt.

Gen

HBV-DNA

GAPDH

RPL30

Stat1

ISG15

Mx1

CXCL10

NTCP

Humanes beta-Globin

Murines beta-Actin

Assay Nummer (Applied Biosystems, USA)
Pa03453406_s1
Hs99999905_m1
Hs00265497_m1
Hs01013989_m1
Hs00192713_m1
Hs00895608_m1
Hs00171042_m1
Hs00914889_m1
Hs00758889_s1
MmO00607939_s1
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3.2 Methoden

3.2.1 Generierung und Infektion humanisierter USG-Mause

Die sogenannten human liver chimeric urokinase-type plasminogen activator (uPA)/severe
combined immunodeficiency (SCID)/ beige/ Interleukin-2 receptor gamma chain knockout
(IL2RG”)-Mause, kurz USG-Mause, beruhen auf dem im Einleitungsteil (siehe Abschnitt
1.5.1) bereits ausfuhrlich erlauterten Tiermodell zur Erforschung der Hepatitisviren (Lutge-
hetmann et al. 2012). Zur Humanisierung der USG-Mause wurden jeweils eine Million pri-
mare humane Spenderhepatozyten (Spender Hu8130, Thermo Fisher Scientific, USA), wel-
che zuvor kryokonserviert gelagert waren, Uber die Milz in eine USG-Maus transplantiert.
Zur Erfolgskontrolle der murinen hepatischen Repopulation durch humane Hepatozyten
fand mittels eines ELISA (Bethyl Laboratories, Biomol GmbH, Deutschland) eine Messung
des Albumins statt, welches als human- und leberspezifisches Protein als Marker fiir das
erfolgreiche Wachstum der humanen Hepatozyten dient (Roll und Willenbring 2010). Fir
diese Arbeit wurden Mause mit Albuminspiegeln von tber 13 mg/ml im Serum verwendet.
Nach 10 Wochen erfolgte die Infektion Uber eine peritoneale Injektion von entweder 2 pl
eines HBV-monoinfizierten Inokulums (Endserum einer chronisch HBV-infizierten Maus,
entspricht 3 x 10” Kopien HBV-DNA vom Genotyp D) oder 50 pl eines HBV/HDV-1p-koinfi-
zierten Inokulums (Endserum einer chronisch HBV/HDV-1p-infizierten Maus, entspricht 1 x
10° Kopien HBV-DNA, 2 x 10° Kopien HDV-RNA). Zur Erfolgskontrolle der Infektion fand
eine regelmallige Messung der Viruslast (HBV-DNA, HDV-RNA) im Serum statt. Die
HBV/HDV-1p-koinfizierte Maus wurde nach knapp 10 Wochen zur Isolation der Hepatozy-

ten sakrifiziert, die HBV-mono-infizierte Maus nach 15 Wochen.

Die Haltung der Mause erfolgte unter speziellen, keimfreien Konditionen. Alle Versuche
wurden gemaf der Richtlinie des Rates der Europaischen Gemeinschaften zum Schutz der
fur Versuche und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere (2010/63/EU) sowie
der Deklaration von Helsinki durchgeflihrt und zuvor von der Stadt Hamburg, Deutschland,

genehmigt (Tierversuchsantrag Nummer N090/20 vom 01.12.2020).

3.2.2 Zellisolation aus stabil infizierten humanisierten Mausen

Zur Isolation der Hepatozyten wurden zwei verschiedene Mause ausgewahlt. Die
HBV/HDV-1p-koinfizierte Maus hatte eine Viruslast im Endserum in Héhe von 2,5 x 10°
HBV-DNA-Kopien pro ml und 1,5 x 10’ HDV-RNA-Kopien pro ml. Die HBV-monoinfizierte
Maus hatte 7 x 10° Kopien HBV-DNA im Endserum.
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Ungefahr 30 Minuten vor Isolation der Hepatozyten wurden der noch lebenden Maus zur
verbesserten Leberperfusion und erleichterten Zellisolation 100 pl Heparin subkutan verab-
reicht. Die Toétung der Maus erfolgte mit Isofluran. Danach wurden Abdomen und Thorax
der Maus steril eréffnet und die Leber freigelegt. Der Lobus caudatus wurde zur spateren
Immunfluoreszenzfarbung abgetrennt und bei -80°C konserviert. Uber eine Punktion des
rechten Vorhofes wurde ein Schlauch Uber die Vena cava inferior bis kurz vor die Leber
vorgeschoben und Uber einen Faden fixiert. Die Vena cava inferior wurde unterhalb der
Leber mit einer Klemme verschlossen und die Pfortader zum besseren Abfluss durchtrennt
und die Galle (iber eine Inzision der Gallenblase drainiert. Uber den Schlauch erfolgte nun
fir etwa 5 Minuten die Spulung mit einer Praperfusionslésung, bestehend aus dem Pro-
tease-Inhibitor EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure, zur
Auflockerung der Tight Junctions), dem sogenannten Lefferts-Puffer (bestehend aus HE-
PES-Pufferlésung, Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat und D-Glu-
kose) und Wasser. Danach wurde die auf 39°C vorgewarmte Digestionslésung (Calcium-
chlorid, Lefferts-Puffer, Wasser und Kollagenase; pH-Wert 7,4) fur 30 Minuten Uber eine
Pumpe mit einer Geschwindigkeit von 5 bis 6 ml pro Minute bis zu einem Gesamtvolumen
von 150 ml in die Leber appliziert. Die Digestionslésung bewirkt eine Zersetzung des Kol-

lagens in der Extrazellularmatrix, sodass die primaren humanen Hepatozyten freiwurden.

Die Leber wurde am Ende des Digestionsvorganges schlie3lich aus der Maus entfernt.
Durch vorsichtiges Ausstreichen der Leberkapsel konnten die freigesetzten Hepatozyten in
einem Hepatozytenwaschmedium (HepatoZYME Wash, Gibco™, USA) aufgefangen wer-
den. Durch mehrmaliges Sieben und Zentrifugieren entstand ein Hepatozyten-Pellet, wel-
ches durch Schwenken und Klopfen gelést und mit 30 ml Waschmedium vermengt wurde.
Nach mehrmaliger Zentrifugation erfolgte eine Vitalitdtsbestimmung, indem 10 pl der gelds-
ten Hepatozyten mit 10 pl Trypanblau gemischt und in einer Neubauer-Zahlkammer vitale
Zellen manuell ausgezahlt wurden. Dabei zeigten sich 16 Millionen (HBV/HDV-1p-Koinfek-
tion) beziehungsweise 17 Millionen (HBV-Monoinfektion) vitale Zellen. Nach insgesamt vier
Zentrifugationen wurde das Zell-Pellet in HepatoZYME-SFM (Gibco™, USA) geldst. Es
folgte die rasche Ausplattierung der Zellen (siehe Abschnitt 2.2.3).

3.2.3 Zellkultur

Alle drei Szenarien der HDV-Infektion wurden unter Verwendung von PHHs durchgefihrt
und jeweils hinsichtlich der Ansprechraten auf IFNa in vitro geprift. Fur die Koinfektion wur-
den in vivo HBV/HDV-1p-infizierte PHHs aus einer chronisch infizierten USG-Maus genutzt,

fur die Superinfektion wurden HBV-infizierte PHHs isoliert und in vitro mit HDV-1p infiziert.
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Fir die HDV-Monoinfektion wurden kryokonservierte PHHSs in vitro mit HDV-1p oder HDV-

1cc infiziert.

Die Beschichtung aller fiir die Zellkultur genutzten Platten und Kammerobjekttrager erfolgte
vorab mit Kollagen R im Verhaltnis 1:10. Dieses wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur
aufgetragen. Anschlieldend wurden die Platten mit phosphathaltiger Pufferldésung (PBS) ge-
waschen und fur 30 Minuten bei 37°C getrocknet. Die Lagerung bis zur Ausplattierung der

PHHs erfolgte unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur.

3.2.3.1 PHHSs aus humanisierten Mausen

In vivo infizierte PHHs wurden entweder aus einer chronisch beziehungsweise stabil HBV-
infizierten Maus isoliert und in vitro mit HDV-1p superinfiziert oder aus einer bereits
HBV/HDV-1p-koinfizierten Maus gewonnen. Im Anschluss wurden die Zellen mit IFNa be-
handelt und mit unbehandelten Kontrollen verglichen. Das Kulturmedium bestand aus 500
ml William's E Medium (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) unter Zugabe von 10 % HyC-
lone™ FetalClone™ [I-Serum (Cytiva, USA), 1 % GlutaMax™ (Gibco, USA), 0,1 pg/ml In-
sulin (Sanofi, Deutschland), 4,7 pug/ml Hydrocortison (Sigma-Aldrich, USA), und 1,8 %
DMSO (Sigma-Aldrich, USA) genutzt. Zur Prophylaxe einer Kontaminierung erfolgte eine
antibiotische Behandlung mittels Gentamicin, Penicillin und Streptomycin (Gibco, USA). Die

Inkubation der Zellen fand im Brutschrank bei 37°C statt.

Fir die HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs wurden Triplikate zu den Bedingungen 7 Tage
IFNa, 7 Tage Kontrolle, 14 Tage IFNa und 14 Tage Kontrolle gebildet. Zur Messung von
viralen Parametern und ISGs wurden je eine Million Zellen pro Well auf einer 12-Well-Platte
sowie zur spateren Immunfluoreszenzfarbung und Fotografie je 200.000 Zellen pro Well in
Kammerobjekttragern ausplattiert. Die HBV-monoinfizierten PHHs wurden zu 500.000 Zel-
len pro Well in einer 24-Well-Platte ausgesat. Ein Teil der HBV-monoinfizierten PHHs wurde
24 Stunden nach Ausplattieren mit HDV-1p superinfiziert, indem eine Infektionslésung, be-
stehend aus Kulturmedium, 30 % Polyethylenglykol (PEG) und HDV-1p-Inokulum mit einer
Multiplizitat der Infektion (engl. multiplicity of infection, MOI) von 1 (freundlicherweise pro-
duziert und bereitgestellt von Prof. Glebe, Universitat Gie3en, Deutschland), in die entspre-
chenden Wells gegeben und fiir 24 Stunden inkubiert. Als Zeitpunkt Baseline wurde der 10.
Tag nach Superinfektion der Zellen festgelegt und die Hepatozyten ab dann fir 7 oder 14
Tage mit IFNa behandelt oder als unbehandelte Kontrollen mitgefuhrt. Ein Teil der Zellen
wurde auflerdem als HBV-monoinfizierte Kontrollen mitgeflhrt und teilweise fir 14 Tage
mit IFNa behandelt.
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Der Mediumwechsel erfolgte erstmalig vier Stunden nach dem Ausplattieren und im Verlauf
zweimal wochentlich mit einem Abstand von 3 bis 4 Tagen. Hierfiir wurde das neue Medium
vorab auf 37°C erwarmt. Der Uberstand wurde zur spateren Analyse bei -80°C gelagert. In
regelmafigen Abstanden wurde eine Mikroskopieaufnahme zur Beurteilung der noch er-
haltenen Zellzahl angefertigt. Die Behandlung mit IFNa erfolgte durch Zugabe von 1000

U/ml Roferon® Interferon alfa-2a (Roche, Schweiz) in das Zellkulturmedium.

Zum Zeitpunkt Baseline oder am Ende des Behandlungszeitraumes nach 7 beziehungs-
weise 14 Tagen wurden die Zellen mit 400 pyl RNeasy Lysis Buffer (RLT-Buffer, Qiagen,
Niederlande) beschichtet und mittels einer Pipette von der Zellkulturplatte entfernt. Bis zur
spateren Analyse erfolgte die Lagerung bei -80°C. Die Kammerobjekttrager wurden dreimal
mit phosphathaltiger Pufferlésung (PBS) gewaschen und dann durch Zugabe von je 500 pl
Paraformaldehyd fur 10 Minuten fixiert. Danach erfolgte die histologische Immunfluores-
zenzfarbung (siehe Abschnitt 2.2.4).

3.2.3.2 Kryokonservierte PHHs

Zur Etablierung einer HDV-Monoinfektion in vitro wurden kryokonservierte primare humane
Hepatozyten (Spender ID HU8130, Gibco, USA) vorsichtig im Wasserbad bei 37°C in 500
ml Hepatocyte Wash Medium (Gibco, USA) unter Zugabe von HyClone™ FetalClone™ II-
Serum (Cytiva, USA) aufgetaut. Eine manuelle Zahlung der vitalen Hepatozyten erfolgte
manuell mittels Neubarerzahlkammer mit Trypanblau und ergab eine Vitalitdt von 76 % (7,2
Mio vitale Zellen). Nach einer Zentrifugation (50 g bei 4°C fiir 5 Minuten) wurde der Uber-
stand abgekippt, das Zellpellet in 9 ml Medium verdiinnt und unter vorsichtigem Schwenken
langsam aufgeldst. In einer 24-Well-Platte wurden insgesamt 18 Wells a 400.000 Zellen pro
Well beflllt. Das DMSO-freie Medium zum Ausplattieren bestand aus 500 ml William's E
Medium (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) unter Zugabe von 10 % HyClone™ Fetal-
Clone™ [I-Serum (Cytiva, USA), 1 % GlutaMax™ (Gibco, USA), 0,1 ug/ml Insulin (Sanofi,
Deutschland), 4,7 yg/ml Hydrocortison (Sigma-Aldrich, USA) und 1 % Penicillin/Streptomy-
cin (Gibco, USA) genutzt. Nach 5 Stunden wurde das Anheften der Hepatozyten mittels
Lichtmikroskopie bestatigt und der erste Mediumwechsel unter Zugabe von 1 % DMSO
(HybriMax™, Sigma-Aldrich) durchgeflihrt. Der DMSO-Gehalt des Kulturmediums wurde
danach auf 1,8 % angehoben. Nach 24 Stunden erfolgte die HDV-Infektion der Zellen, in-
dem ein FCS-freies Kulturmedium um 4 % PEG angereichert und das HDV-1p- beziehungs-
weise HDV-1cc-Inokulum (MOI von 10) direkt erganzt wurde. Das HDV-1-cc-Inokulum
wurde freundlicherweise bereitgestellt von Dr. John Taylor (Pennsylvania, USA). Nach 24

Stunden wurden der Uberstand abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und neues
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Kulturmedium appliziert. Der Mediumwechsel erfolgte danach alle 3 bis 4 Tage. Als Zeit-
punkt Baseline wurde der 6. Tag nach Infektion festgelegt. Ab diesem Tag wurden die Zel-
len fur weitere 10 Tage kultiviert und 1000 U/ml Roferon® Interferon alfa-2a (Roche,

Schweiz) durch Zugabe in das Kulturmedium behandelt.

3.2.4 Immunfluoreszenzfarbung

3.2.4.1 Immunfluoreszenzfédrbung von Kammerobjekttrédgern

Die Farbung der HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs erfolgte am Ende des Behandlungszeit-
raumes nach 7 beziehungsweise 14 Tagen mit dem TSA®-Fluorescein-Kit (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). Nach Fixierung der Zellen (siehe Abschnitt 2.2.3.1) wurde der be-
schichtete Kammerobjekttrager dreimal fur jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen. Zum
Blocken unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde PBS mit 10 % Rinderalbumin und 0,1
% Triton X versetzt und auf die Kammerobjekttrager gegeben. Nach 30 Minuten bei Raum-
temperatur erfolgte die Applikation der Primarantikorper (siehe Abschnitt 2.1.7): Anti-HDAg
(anti-HDAg-positives Patientenserum) im Verhaltnis 1:8.000 und Anti-HLA im Verhaltnis
1:50, jeweils verdiinnt in 500 pl mit 1 % Rinderalbumin und 0,1 % Triton X versetztem PBS.
Die Zellen wurden Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS und 0,1 %
Triton X wurden die fluoreszierenden Sekundarantikérper zur Visulisierung spezifischer
Signale appliziert und fur eine Stunde bei Raumtemperatur belassen. Zur alleinigen HDAg-
Farbung erfolgte als Zwischenschritt noch eine Tyramid-Signal-Amplikation (TSA) mittels
Flurophore Tyramide in Amplifikationsldsung (TSA®-Fluorescein-Kit, Perkin Elmer,
Deutschland) im Verhaltnis 1:50 fir 5 Minuten bei Raumtemperatur, fir die HDAg-/HLA-
Kofarbung wurde dieser Schritt ausgelassen. Nach einem erneuten Waschschritt folgte die
Kernfarbung mit Hoechst 33258 (Invitrogen, Deutschland) im Verhaltnis 1:20.000 in PBS
mit 0,1 % Triton X fur 2 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Pravention des Austrocknens der
Zellen erfolgte die Lagerung in PBS bei 4°C. Die Mikroskopie wurde mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop BZ8710 (Keyence, Osaka, Japan) unter Zuhilfenahme der Z-Stack-Funktion
durchgeflhrt.

3.2.4.2 Immunfluoreszenzfdrbung der Leber

Zur Immunfluoreszenzfarbung des Lebergewebes der beiden fur die Zellkultur verwendeten
infizierten Mause wurde vor Zersetzung des Lebergewebes der Lobus caudatus abgetrennt

(siehe Abschnitt 2.2.2) und bei -80°C aufbewahrt. Dieser wurde in einem Kryostat-Mikrotom
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in 12 uym-dicke Schnitte geschnitten und auf Objekttrager aufgezogen. Es folgte die Fixie-
rung mit Aceton fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. Zum Waschen wurde ein TN-Puffer
(bestehend aus 0,15M Kochsalz und 0,1M Tris unter Zugabe von Salzsaure bis zu einem
pH-Wert von 7,5) genutzt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat folgte eine
10-mindtige Inkubation mit PBS und 0,01 % Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur. Zur
Blockade unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde ein TNB-Puffer (Kochsalz, Tris und
Blockingreagenz, pH-Wert 7,5) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schnitt belas-
sen. Anschlieend erfolgte die Applikation der Primarantikdrper: Anti-HDAg (anti-HDAg-
positives humanes Serum) in einer Verdinnung von 1:8.000 sowie Anti-HBcAg (Dako,
Glostrup, Danemark) in einer Verdinnung von 1:2.000. Diese wurden tber Nacht bei 4°C
inkubiert. Zur Erzeugung des fluoreszierenden Signals wurden Alexa Fluor® 555 Ziege anti-
Mensch (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland, Verdinnung 1:1.200) sowie Peroxidase-con-
jugiertes AffiniPure™ Ziege anti-Kaninchen IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
PA, USA, Verdinnung 1:200) fir 45 Minuten in TN-Puffer aufgetragen. Fir die anschlie-
Rende TSA-Amplifikation wurde das TSA®-Fluorescein-Kit (Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA) verwendet. Dazu wurde Fluorophore Tyramide in Amplifikationslésung (Verhaltnis
1:50) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur aufgetragen. Die Kernfarbung erfolgte mit Hoechst
33258 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland, Verhaltnis 1:20.000, 2 Minuten bei Raumtem-
peratur). Zuletzt wurde der gefarbte Schnitt mit einem Fluoreszenz-Eindeckmedium (Dako
Fluorescence Mounting Medium, Dako, Glostrup, Danemark) besiegelt und bei -80°C gela-
gert. Die Mikroskopie wurde mit dem Fluoreszenz-Mikroskop BZ8710 (Keyence, Osaka,
Japan) unter Verwendung der Z-Stack-Funktion durchgefiihrt.

3.2.5 Intra- und extrazellulare DNA- und RNA-Isolation

Die Messung der extrazellularen DNA und RNA aus den Uberstanden der Zellkultur erfolgte
mit dem QIAamp MinElute Virus Spin Kit (Qiagen, Niederlande). Die zuvor bei -80°C gela-
gerten Uberstéande wurden zunachst langsam im Aluminiumblock auf Eis aufgetaut. Ohne
weitere Modifikation der Herstellerinstruktionen fand anschlieRend die Aufreinigung der
DNA und RNA aus 200 pl Uberstand statt, welche dann in jeweils 25 pl destilliertem Wasser
verdunnt und bei -80°C gelagert wurde. Fur die Isolation der intrazellularen DNA und RNA
erfolgte unmittelbar nach Beendigung des Behandlungszeitraumes die Lésung und Lage-
rung der Zellen in 400 pl RNeasy Lysis Buffer (RLT-Buffer, Qiagen, Niederlande) bei -80°C.
Die Zellen wurden zunachst langsam im Aluminiumblock auf Eis aufgetaut. Die Isolierung
von DNA und RNA erfolgte separat mit jeweils 200 pl dieser Lésung. Die intrazellulare DNA-

Gewinnung wurde mit dem MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (E-
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picentre, Wisconsin, USA) vorgenommen und die aufbereitete DNA in 35 yl Wasser ver-
dinnt und bei -80°C gelagert. Zur Extraktion der intrazellularen RNA wurde das Qiagen
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Niederlande) verwendet und die geldste RNA in 50 yl Wasser bei
ebenfalls -80°C gelagert. Zur Kontrolle der Aufreinigungen wurde unmittelbar nach Isolation
eine RNA-Messung mit dem NanoDrop™ 2000 Spektralphotometer (Thermo Scientific™,
USA) vorgenommen, eine DNA-Messung erfolgte nach Herstellerinstruktionen mit dem
Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Germany) auf dem Qubit® Fluorometer 3.0
(Thermo Fisher, USA).

3.2.6 Messung humaner und muriner Marker

Zur Sicherstellung, dass es sich bei den isolierten Hepatozyten in der Zellkultur um humane
und nicht um murine Hepatozyten handelt, erfolgte eine Messung verschiedener Spezies-
spezifischer Molekule. Hierfir wurde 1 pl der aufgereinigten DNA mit 5 yl des ABI Fast
Advanced Master (Applied Biosystems, USA), 3,5 ul destilliertem Wasser und 0,5 yl eines
entsprechenden Primer-/Sonden-Ansatzes vermengt. Zielparameter waren humanes beta-
Globin (Tagman Gene Expression Assay Hs00758889 s1, Applied Biosystems, USA) und
murines beta-Actin (Tagman Gene Expression Assay Mm00607939_s1, Applied Biosys-
tems, USA). Humanes beta-Globin ist ein Gen, welches nur einmal pro Zelle existiert, wes-
halb hierdurch auRerdem die Gesamtzellzahl ermittelt werden kann (Giersch et al. 2021c).
Die Probe wurde fir 20 Sekunden auf 95°C erhitzt. Es folgte eine quantitativer Polymerase-
Kettenreaktion (qPCR) mit 40 Amplifikationszyklen bei 95°C fir 3 Sekunden und 60°C fur
30 Sekunden. Die Ergebnisse wurden in Kopien pro yl angegeben. Zudem erfolgte eine
Darstellung der beta-Globin-Kopien sowohl in Relation zur bekannten Menge DNA in ng

(Allweiss et al. 2018) als auch als absolute Anzahl der Kopien pro Well.

3.2.7 Messung viraler Parameter

3.2.7.1 HDV-RNA

Die Quantifizierung der intra- und extrazellularen HDV-RNA geschah mittels reverser Tran-
skription und anschlieRender qPCR auf einem ABI Viia7 (Applied Biosystems, USA). Zu-
nachst erfolgte eine 10-minttige Denaturierung von 5 pyl RNA bei 95°C mit anschlieRend
sofortiger Abklhlung auf -20°C. Nach Zugabe HDV-spezifischer Sonde und Vorwarts- und
Rickwarts-Primer (siehe Tabelle Primer/Sonden), ABI Fast 1-Step Virus Master (Applied
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Biosystems, USA) und Wasser wurde die reverse Transkription bei 50°C fir 5 Minuten ini-
tiilert. Die Probe wurde anschlief3end fur 20 Sekunden auf 95°C erhitzt zur Deaktivierung
der reversen Transkriptase. Die anschlieRend insgesamt 40 Amplifikationszyklen setzten

sich aus jeweils 3 Sekunden bei 95°C und 30 Sekunden bei 60°C zusammen.

Zur genauen Quantifizierung der HDV-RNA wurde eine vorab etablierte Standardkurve, ge-
bildet aus bekannten Mengen eines HDV-Plasmides, unter Nutzung von Primern und Son-
dern einer Publikation von Ferns et al. (Ferns et al. 2012) (siehe Abschnitt 2.1.8) verwen-
det. AuBerdem wurde in zwei Negativkontrollen die RNA durch Wasser beziehungsweise
ein HBV-Protein (Prospec HBV Pre-S, Prospec, Israel) ersetzt. Des Weiteren fand eine
Quantifizierung der HDV-RNA im Uberstand mithilfe des automatisierten cobas® 6800 Sys-

tems (Roche, Schweiz) nach Herstellerinstruktionen statt (Pfliger et al. 2021a).

3.2.7.2 HBV-Parameter

Die Quantifizierung der HBV-DNA erfolgte mittels gPCR auf einem ABI Viia 7 (Applied Bio-
systems, USA). 4,5 ul der aus Uberstand gewonnen extrazellularen HBV-DNA beziehungs-
weise 1 yl der aus den Hepatozyten isolierten intrazellularen DNA wurden zusammen mit
HBV-spezifischen Primern und Sonden (siehe Abschnitt 2.1.8, Tagman Gene Expression
Assay Pa03453406_s1, Applied Biosystems, USA) und ABI Fast Advanced Master (Applied
Biosystems, USA) fur 20 Sekunden auf 95°C erhitzt. AnschlieRend folgten 40 Amplifikati-
onszyklen bei 95°C fir 3 Sekunden und 60°C fir 30 Sekunden. Fur die intrazellulare HBV-
cccDNA wurde der Ansatz inklusive 1 yl DNA zunachst fir 10 Minuten auf 95°C erhitzt,
gefolgt von 40 Amplifikationszyklen zu je 1 Minute bei 95°C und 1 Minute bei 65°C.

Die Messung der intrazellularen HBV-pgRNA erfolgte aus der aufgereinigten Gesamt-RNA
mittels oben genannter Primer und Sonden aus der Publikation von Malmstrom et al. zu-
sammen mit dem ABI Fast 1-Step Virus Master (Applied Biosystems, USA). Nach Einleitung
der reversen Transkription bei 50°C fur 5 Minuten mit anschlieRender Erhitzung auf 95°C
fur 20 Sekunden zur Deaktivierung des Enzyms folgten 40 Amplifikationszyklen mit 95°C
fur 3 Sekunden und 60°C fur 30 Sekunden. Die intrazellulare Menge von HBV-pgRNA
wurde anhand der mithilfe von TagMan Genexpressionsassays gemessenen Expression
von GAPDH und RPL 30 (Hs99999905 m1 und Hs00265497_m1, Applied Biosystems,
USA) normalisiert.

Die Messungen des HBsAg und HBeAg aus dem Zellkulturiiberstand erfolgten mittels des
Architect HBsAg Assay beziehungsweise Architect HBeAg Assay (Abbott Ireland Diagnos-
tics, Irland) nach Herstellerinstruktionen. Die Ergebnisse wurden fiir das HBsAg in IU pro

ml und fiir das HBeAg in im Signal-to-cut-off (S/CO)-Verhaltnis angegeben.
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3.2.8 Messung der Genexpression

Zur Messung verschiedener Gene wurde die aufgereinigte, in Wasser geldéste RNA inklu-
sive der Messenger-RNA (mRNA) zunachst mit dem Transcriptor First Strand cDNA Syn-
thesis Kit (Roche, Schweiz) in eine komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Daflr
wurden 12 ul jeder Probe mit einem Oligo(dT)-Primer fir 10 Minuten bei 65°C denaturiert.
In einem Folgeschritt wurden ein Reaktionspuffer, eine Reverse Transkriptase, ein RNAse-
Inhibitor und ein Nukleotid-Mix (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche,
Schweiz) mit jeweils 7 pl der mit dem Primer denaturierten RNA hinzugegeben. Es folgte
eine Inkubation bei 50°C fur eine Stunde und eine anschlieRende Erhitzung auf 85°C fir 10
Minuten zur Deaktivierung der Reversen Transkriptase. Die cDNA wurde anschlieend

in 20 pl Wasser verdiinnt und bei - 80°C gelagert.

Zur Messung der verschiedenen Gene aus 1 pl aufgereinigter, in Wasser geloster cDNA
wurden der ABI Fast Advanced Master (Applied Biosystems, USA) sowie spezifische Pri-
mer und Sonden der Tagman-Genexpressionsassays (Applied Biosystems, USA) genutzt.
Die gPCR bestand aus einer initialen Erhitzung auf 95°C fiir 20 Sekunden mit anschlief3end
40 Amplifikationszyklen bei jeweils 3 Sekunden 95°C und 30 Sekunden 60°C.

Neben verschiedenen klassischen ISGs (Mx1, ISG15, Stat1, CXCL10) wurde auch die
NTCP-Expression gemessen. Die humanen Haushaltsgene (Synonym: Housekeeper-

Gene) GAPDH und RPL30 wurden zur Normalisierung der Werte genutzt.

3.2.9 Graphische Darstellungen

Die graphischen Versuchsplanungen wurden mit Microsoft® PowerPoint flir Mac (Version
16.66.1, Microsoft, USA) erstellt. Fir die Darstellung der Ergebnisse diente die Software
GraphPad Prism 10 (GraphPad, Boston, MA, USA). GréRtenteils boten sich dabei die loga-
rithmischen Darstellungen zur Basis 10 an, um die Unterschiede auch in sehr kleinen und
sehr groRen Zahlenbereichen besser voneinander abzugrenzen. Dabei wurden die Loga-
rithmuswerte jeweils auf die erste Nachkommastelle gerundet. Auflerdem wurde im Rah-
men der ISG- und NTCP-Induktion auch der fold change, also Wachstumsfaktor der Zu-
oder Abnahme der Veranderung im Vergleich zum Ausgangswert, beschrieben. Aufgrund
der geringen Fallzahl (Uberwiegend n = 3) wurde bei allen Messungen der Median darge-

stellt und zur Berechnung der jeweiligen Veranderungen gewahilt.
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4. Ergebnisse

4.1 In vitro Interferonbehandlung von stabil HBV/HDV-1p-koinfizierten
PHHs

Primare humane Hepatozyten wurden aus einer stabil HBV/HDV-1p-koinfizierten humani-
sierten Maus isoliert und fir 7 oder 14 Tage in vitro mit IFNa behandelt. Entsprechende
Kontrollen wurden mitgefuhrt. Ein Teil der Ergebnisse dieses Versuches ist bereits in einer
Arbeit von Giersch et al. publiziert worden (Giersch et al. 2023). Es handelt sich konkret
um die Abbildung 6 dieser Publikation. In der Diskussion werden erganzende Ergebnisse

dieser Publikation in die Ergebnisinterpretation integriert.

) /@QGA} mmm) | 'SOlation und I I I
VS R Ausplattieren 0 7 14 Tage
stabil der PHHs unbehandelt
HBV/HDV-1p- " =>
koinfiziertep P 1000 U/ml IFNa, zweimal wochentlich

USG-Maus

Abbildung 10: Versuchsaufbau mit HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs

10 Wochen nach einer HBV/HDV-1p-Koinfektion in einer humanisierten Maus erfolgte die
Isolation stabil infizierter PHHs und Etablierung einer Zellkultur. 24 Stunden nach Ausplat-
tierung begann eine Behandlung mit 1000 IU/ml IFNa fiir 7 oder 14 Tage. Entsprechende

unbehandelte Kontrollen wurden mitgefiihrt.

Zum Zeitpunkt der PHH-Isolation war die Viruslast im murinen Serum bereits stabil und lag
im Endserum bei 2,5 x 10° Kopien pro ml HBV-DNA und 1,5 x 107 Kopien pro ml HDV-RNA.
Die Analyse des Lobus caudatus ergab pro humane Zelle eine intrazellulare HBV-Menge
in Hohe von 354 Kopien Gesamt-HBV-DNA und 0,9 Kopien HBV-cccDNA. Die auf die
humanen Housekeeper-Gene GAPDH und RPL30 normalisierte Menge an HDV-RNA lag
bei 9 x 10°2. Die hepatische Repopulationsrate der murinen Leber durch humane Hepato-
zyten, berechnet auf Grundlage der Messwerte humane beta-Globins und murinen beta-
Actins im Lebergewebe des Lobus caudatus, lag hier bei 17,98 %. In Abbildung 11 ist eine
Immunfluoreszenzfarbung der Leber mit Darstellung der HBcAg- und HDAg-positiven He-

patozyten zu sehen.
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HDAg HBcAg Zellkerne

Abbildung 11: Immunfluoreszenzfarbung der Leber bei HBV/HDV-1p-Koinfektion

Dargestellt sind das HDAg (rot), HBcAg (griin) und die humanen Zellkerne (blau) in 10-
facher VergréBerung. Das geféarbte Gewebe entspricht dem Lobus caudatus der HBV/HDV-

1p-koinfizierten USG-Maus, welcher vor der Isolation der PHHSs eingefroren wurde.

4.1.1 IFNa fuhrt zu einer Reduktion der intra- und extrazellularen HDV-RNA und
zu einer Abnahme der HDAg-positiven Hepatozyten

Die Menge an intrazellularer HDV-RNA in Relation zu humanen Housekeeper-Genen in
unbehandelten Kontrollen blieb wahrend der gesamten Versuchsdauer konstant (Median
nach 7 Tagen bei n = 3 5,82 x 10° und nach 14 Tagen 4,55 x 10*). Eine Behandlung mit
IFNa hingegen fuhrte zu einer deutlichen Reduktion sowohl der intra- als auch extrazellu-
laren Viruslast. Nach 7 Tagen stellte sich eine Reduktion der intrazelluldren HDV-RNA-
Menge um 1,0-log und nach 14 Tagen um 1,6-log im Vergleich zu den unbehandelten Kon-
trollen ein, was einer Abnahme von 89 % beziehungsweise 98 % entspricht (Abbildung
12A). Dies lief® sich auch anhand der Immunfluoreszenzfarbung des HDAg nach 7 und 14
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Tagen verdeutlichen. Hier fand sich eine Reduktion der HDAg-positiven Zellen nach IFNa-
Behandlung, wobei der Unterschied nach 14 Tagen deutlich starker sichtbar wurde. Ein
jeweils reprasentativer Bildausschnitt ergab fiur die Kontrollgruppen 11,6 % HDAg-positive
Zellen nach 7 Tagen und 22 % nach 14 Tagen, wohingegen sich in den behandelten Zellen

nur 4,7 % beziehungsweise 1,4 % HDAg-positive Zellen fanden (Abbildung 13).

Die Reduktion der Viruslast zeigte sich auch extrazellular im Uberstand (Abbildung 12B).
Sowohl die herkdbmmlichen gPCR-Messungen (nicht abgebildet) als auch die Messung mit-
tels cobas6800® (Roche, Schweiz) ergaben eine Reduktion der Menge an HDV-RNA um
0,1-log (25 %) nach 7 Tagen und um 0,7-log (81 %) nach 14 Tagen IFNa-Behandlung im

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen.
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Abbildung 12: HDV-RNA nach IFNa-Behandlung in HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs

A) Intrazelluldre HDV-RNA in HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHSs, normalisiert auf die huma-
nen Housekeeper-Gene GAPDH und RPL30 nach 7 und 14 Tagen Behandlung mit IFNa
(rot) und in unbehandelten Kontrollen (grau). B) Extrazelluldre HDV-RNA in IU/ml im Zell-
kulturiiberstand vor dem jeweiligen Mediumwechsel in IFNa-behandelten Zellen (rot) und

unbehandelten Kontrollen (grau).
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Abbildung 13: Immunfluoreszenzfarbung des HDAg in HBV/HDV-1p-koinfizierten
PHHs nach IFNa-Gabe

Dargestellt sind das HDAg (rot) und humane Zellkerne (blau) in koinfizierten PHHs nach 7
und 14 Tagen Behandlung mit IFNa im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Kontrollen.
Nach 7 Tagen sind 11,6 % und nach 14 Tagen 22 % der unbehandelten PHHs HDAg-
positiv; nach IFNa-Behandlung finden sich nach 7 Tagen 4,7 % und nach 14 Tagen 1,4 %
HDAg-positive Zellen.

4.1.2 IFNa fahrt zu einer Reduktion von HBV-RNA und HBsAg, nicht jedoch der
HBV-DNA

Bei der Anzahl der intrazellular quantifizierten HBV-DNA-Kopien pro Zelle (Abbildung 14A)
zeigte sich lediglich nach 7 Tagen eine leichte Reduktion der Viruslast nach IFNa-Gabe
(0,2-log, entsprechend 33 %). Wahrend die HBV-DNA im Verlauf nach 14 Tagen in den
unbehandelten Kontrollen stark abfiel (0,5-log, entsprechend 71 %), blieb die intrazellulare

Viruslast nach IFNa-Behandlung zu diesem Zeitpunkt konstant im Vergleich zum Vorwert
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nach 7 Tagen und lag damit sogar um 0,4-log (62 %) héher als in den Kontrollen. Tatsach-
lich zeigte sich diese Tendenz auch fir die HBV-cccDNA (Abbildung 14B). Allerdings kam
es bei den Messwerten nach 14 Tagen zu starken Schwankungen, sodass deren Aussage-
kraft unklar bleibt.

Die Gesamtmenge intrazellularer HBV-RNA (Abbildung 14C) sank Uber den 14-tagigen
Versuchszeitraum in unbehandelten Kontrollen um insgesamt 0,3-log (45 %) ab. Der Abfall
war in IFNa-behandelten Gruppen jedoch starker vorhanden: Nach 7 Tagen erzeugte IFNa
eine Reduktion der HBV-RNA um 0,2-log (32 %) mehr als in Kontrollen und nach 14 Tagen
lag der Unterschied bei 0,4-log (63 %). Der Abfall vom Ausgangswert der Kontrollgruppe
nach 7 Tagen und dem Wert nach 14 Tagen IFNa-Behandlung betrug insgesamt 0,7-log
(80 %). Die intrazellulare Expression der HBV-pgRNA (Abbildung 14D) sank in unbehan-
delten Kontrollen um insgesamt 0,4-log (63 %) ab. Auch hier war dieser Effekt wieder durch
IFNa verstarkt, sodass der Gesamtabfall im Vergleich zu den Kontrollen nach 7 Tagen am
Ende der 14-tagigen Behandlung bei 0,7-log (80 %) lag. Bei Betrachtung der Werte nach 7
und 14 Tagen im direkten Vergleich findet sich nach IFNa-Behandlung im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen eine Reduktion der HBV-pgRNA um 0,2-log (38 %) nach 7 Tagen und
nach 14 Tagen um 0,3-log (46 %).

Bezlglich der im Zellkulturiberstand gemessenen HBV-Parameter zeigte sich ein leichter
Abfall von sowohl HBV-DNA als auch HBsAg im Verlauf des Versuches in allen Zellen. Die
Reduktion wurde jedoch durch IFNa weiter verstarkt, sodass sich nach 14 Tagen ein Un-
terschied in Hohe von 0,2-log (32 %) bei der extrazellularen HBV-DNA (Abbildung 14E) und
0,7-log (78 %) beim HBsAg (Abbildung 14F) zeigte.

Zusammenfassend kam es somit zu einer Reduktion aller viralen HBV-Parameter auch in
den unbehandelten Kontrollen im Verlauf des Versuches, wobei die intrazellular gemes-
sene HBV-RNA und extrazellulare HBV-DNA sowie HBsAg durch IFNa-Behandlung zusatz-
lich abfielen. Lediglich die intrazellulare HBV-DNA zeigte kein Ansprechen auf IFNa.
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Abbildung 12: HBV-Parameter nach IFNa-Gabe in HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs

Vergleich der HBV-Viruslast in koinfizierten PHHs nach 7 und 14 Tagen Behandlung mit
IFNa (rot) und in unbehandelten Kontrollen (grau). A) Gesamte intrazelluldre HBV-DNA pro
beta-Globin-Kopie. B) Intrazelluldre HBV-cccDNA pro beta-Globin-Kopie. C) Gesamte int-
razelluldre HBV-RNA, normalisiert auf humane Housekeeper-Gene GAPDH und RPL30. D)

Intrazelluldre HBV-pgRNA, normalisiert auf humane Housekeeper-Gene GAPDH und
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RPL30. E) Extrazelluldre HBV-DNA im Zellkulturiiberstand vor dem jeweiligen Medium-
wechsel. F) Extrazelluldres HBsAg im Zellkulturiiberstand vor dem jeweiligen Mediumwech-

sel.

4.1.3 Verstarkung der intrinsischen ISG-Expression durch IFNa

Die Messung verschiedener klassischer ISGs auf MRNA-Ebene zeigte eine intrinsische In-
terferonantwort der Hepatozyten auf die anhaltende HBV/HDV-1p-Infektion (Abbildung 15).
In den unbehandelten Kontrollen fand sich fir ISG15 nach 14 Tagen ein Anstieg um 0,8-
log (6-fache Erh6hung) zum Ausgangswert nach 7 Tagen. Bei Mx1 lag die Zunahme bei
1,0-log (9-fache Erhéhung), bei Stat1 bei 0,6-log (3-fache Erhéhung) und fir CXCL10 zeigte
sich eine Steigerung um 1,1-log (12-fache Erhéhung). Zusatzlich wurde der Effekt der ISG-
Induktion durch die Gabe von IFNa teilweise weiter verstarkt. Nach 7 Tagen kam es bei
IFNa-Gabe im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zu einer 29-fachen Zunahme der
ISG15-Expression um 1,5-log und nach 14 Tagen im Vergleich zu den ohnehin schon hé-
heren Werten bei den unbehandelten Kontrollen zu einer weiteren 5-fachen Steigerung um
0,7-log. Bei Mx1 und Stat1 fanden sich ahnliche Erhéhungen: Nach 7 Tagen IFNa stieg die
ISG-Induktion um 1,2-log (15-fach) fir Mx1 und 0,7-log (5-fach) fur Stat1 im Vergleich zu
den Kontrollen, und nach 14 Tagen um 0,4-log fur Mx1 (3-fach) und 0,3-log (2-fach) fir
Stat1.

Mittels Immunfluoreszenzfarbung konnte zudem eine leichte Zunahme von HLA im Verlauf
des Versuches in unbehandelten Kontrollen und eine zusatzliche Steigerung durch IFNo-
Gabe, insbesondere nach 7 Tagen, visualisiert werden (Abbildung 16). Dabei scheint das
fluoreszierende human-spezifische HLA-Signal nach 7 und 14 Tagen insbesondere in
HDAg-negativen humanen Zellen moglicherweise starker vorhanden zu sein als in HDAg-

positiven Zellen.

Interessanterweise zeigte sich im Vergleich dazu bei der CXCL10-Messung weder nach 7
noch nach 14 Tagen ein wesentlicher Unterschied zwischen IFNa- und Kontrollgruppen.
Die intrinische ISG-Induktion war in diesem Fall in unbehandelten Zellen sogar um 0,2-log

hoher als in der IFNa-Gruppe.
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Abbildung 13: ISG-Expression nach IFNa-Gabe in HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs

Relative Expression, normalisiert auf humane Housekeeper-Gene GAPDH und RPL30, von

ISG15, Mx1, Stat1 und CXCL10 nach 7 und 14 Tagen in IFNa-behandelten PHHSs (rot) und
unbehandelten Kontrollen (grau).
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7 Tage unbehandelt 14 Tage unbehandelt 7 Tage IFNa 14 Tage IFNa

HDAg

HLA

HDAg + HLA + Zellkern

HDAg HLA Zellkern

Abbildung 14: Inmunfluoreszenzfarbung von HDAg und HLA nach IFNa-Behandlung
in HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs

Vergleich von HDAg (oben), HLA (Mitte) und gleichzeitiger Darstellung von HDAg, HLA und
Zellkernen (unten) nach 7 und 14 Tagen IFNa-Behandlung und in unbehandelten Kontrol-

len.
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4.1.4 Konstante Gesamtzellzahl und NTCP-Expression mit und ohne IFNa-Be-

handlung

Um sicher zu stellen, dass die Reduktion der HDV-RNA und der HBV-RNA sowie HBsAg
nicht auf einen Verlust der Gesamtzellzahl oder Dedifferenzierung der PHHs und somit auf
eine reduzierte NTCP-Expression zurlckzufihren ist, wurden im Folgenden die vorhan-
dene Menge an intrazellularer RNA und die Anzahl der beta-Globin-Kopien pro ng DNA in
den einzelnen Gruppen bestimmt. Hieraus lasst sich eine grobe Interpretation der Veran-

derung der Zellmengen ableiten.

Bezuglich der Gesamt-RNA in ng (Abbildung 17A) fand sich eine leichte Reduktion Uber die
Versuchsdauer in allen Zellen. Bei den unbehandelten Kontrollen stellte sich eine Reduk-
tion um 0,1-log (27 %) ein, wobei der RNA-Verlust nach IFNa-Gabe etwas starker vorhan-
den war: nach 7 Tagen fand sich eine Reduktion um 0,1-log (27 %) im Vergleich zu den
Kontrollen und nach 14 Tagen lag der Unterschied bei 0,2-log (34 %). Die IFNa-behandel-
ten PHHs zeigten nach 14 Tagen gegenlber den unbehandelten Kontrollen nach 7 Tagen
einen Abfall um 0,3-log (52 %) ng RNA.

Die absolute Anzahl der beta-Globin-Kopien (Abbildung 17C) sank Uber die Zeit ebenfalls
in den unbehandelten Kontrollen (Reduktion um 0,4-log oder 61 % nach 14 Tagen ohne
Behandlung) und war in IFNa-behandelten Gruppen noch etwas niedriger. Hier fand sich
nach 7 Tagen eine Reduktion um 0,1-log (18 %) nach IFNa-Gabe und nach 14 Tagen um
0,2-log (42 %) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. Bei Relativierung der beta-Globin-
Kopien pro Gesamtmenge an DNA, gemessen in ng (Abbildung 17D), wurde dieser Unter-

schied hingegen ausgeglichen und blieb Uber den gesamten Versuchszeitraum stabil.

Weiterhin kam es zu einer leichten Reduktion der NTCP-Expression Uber die Versuchs-
dauer (Abbildung 17B). In den Kontrollen fiel sie nach 14 Tagen um 0,2-log (37 %) im Ver-
gleich zum Ausgangswert nach 7 Tagen ab und nach IFNa-Behandlung war die NTCP-
Expression nach 7 Tagen um 0,4-log (63 %) und nach 14 Tagen um 0,2-log (32 %) geringer

als in den jeweiligen Kontrollen.
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Abbildung 15: Zellzahlparameter und NTCP-Expression in HBV/HDV-1p-koinfizierten
PHHs nach IFNa-Behandlung

Vergleich nach 7 und 14 Tagen IFNa-Behandlung (rot) mit unbehandelten Kontrollen (grau).
A) Gesamtmenge an RNA in ng pro Well. B) Relative NTCP-Expression im Vergleich zu
humanen Housekeeper-Genen GAPDH und RPL30. C) Absolute Anzahl an Kopien von
intrazelluldrem beta-Globin pro Well. D) Beta-Globin-Kopien pro ng DNA.
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4.2 In vitro Interferonbehandlung von in vivo HBV-infizierten PHHs nach

HDV-1p-Superinfektion in vitro

Wie in Abschnitt 2.2.3.1 erldutert wurden primare humane Hepatozyten, welche bereits
mehrere Wochen in vivo in einer humanisierten Maus HBV-infiziert waren, isoliert und eine
HDV-1p-Superinfektion in vitro vorgenommen. Als Zeitpunkt Baseline wurde der zehnte Tag
nach Superinfektion festgelegt, ab welchem eine Therapie mit IFNa fir 7 beziehungsweise
14 Tage begonnen wurde. Es wurden zudem nicht HDV-infizierte Kontrollen, die dement-
sprechend eine HBV-Monoinfektion aufwiesen, mitgefuhrt. Auch diese wurden fir bis zu 14
Tage mit IFNa behandelt.

T mmm) | Ausplattieren | -11 -10 0 7 14 Tage
i e der PHHs l Baseline
SLanl unbehandelt
HBV-infizierte o2 s> HDV-1p >
USG-Maus Superinfektion 1000 U/ml IFNa, zweimal wochentlich

Abbildung 16: Versuchsaufbau mit HBV-infizierten PHHs und HDV-1p-Superinfektion

in vitro

Stabil HBV-infizierte PHHs wurden nach 15 Wochen aus einer Leber-chimédren Maus iso-
liert, ausplattiert und in vitro mit HDV-1p superinfiziert. 10 Tage nach Superinfektion (= Ba-
seline) wurden die Zellen fiir bis zu 14 Tage mit 1000 |U/ml IFNa behandelt oder als unbe-
handelte Kontrollen mitgefiihrt.

Die Maus hatte zum Zeitpunkt der Zellisolation bereits eine stabile HBV-Infektion mit einer
Viruslast in Héhe von 7 x 10° Kopien HBV-DNA pro ml im Endserum. Die intrazellulare
Analyse des verbliebenen Lebergewebes ergab 1,5 x 10° Kopien HBV-DNA pro humaner
Zelle und eine Repopulationsrate von 61 % humaner Hepatozyten (Daten nicht abgebildet).
Abbildung 19 zeigt die Immunfluoreszenzfarbung des HBcAg im Lobus caudatus der ent-

sprechenden Maus, in welcher nahezu alle Hepatozyten HBV-positiv sind.
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HBcAg Zellkerne

Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung der Leber einer HBV-infizierten Maus

Immunfluoreszenzférbung des Lobus caudatus der fiir die Zellkultur genutzten, HBV-infi-
zierten Maus in 10-facher VergréBerung. Dargestellt sind das HBcAg (griin) und die Zell-
kerne (blau).

4.2.1 Infizierte PHHs koénnen Uber mindestens 25 Tage ohne Zellverlust durch

IFNa-Behandlung in Kultur gehalten werden

Sowohl die HBV- als auch HBV/HDV-1p-infizierten PHHs waren Gber den gesamten Zeit-
raum stabil als Zellkultur fihrbar. Den gesamten Zeitraum Uber kam es zu keinen relevanten
Zellverlusten, was sich durch die gemessene Gesamtmenge an ng RNA objektivieren liel3.
Dabei machte sich weder ein relevanter Unterschied zwischen HBV-Monoinfektion oder
Superinfektion mit HDV-1p bemerkbar, noch fand sich eine wesentliche Differenz der Zell-
zahl zwischen IFNa-behandelten Zellen und unbehandelten Kontrollen (Abbildung 20A).
Gleiches galt auch fir die absolute Anzahl an beta-Globin-Kopien pro Well und dessen
Relation zur Gesamt-DNA-Menge in ng (Abbildungen 20B und 20C). Weder zeigte sich ein
Abfall nach HDV-1p-Superinfektion noch trat eine Reduktion durch IFNa auf.

Zur Uberpriifung, dass es sich bei der gemessenen Gesamt-DNA-Menge nicht auch um
murine Zellen handelt, wurde das Verhaltnis von beta-Globin (humanes Gen) zu beta-Actin

(murines Gen) aufgewogen. Hierbei zeigte sich eine nahezu bei 100 % liegender Anteil des
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beta-Globins (Daten nicht abgebildet), sodass eine Verunreinigung mit murinen Hepatozy-

ten nahezu ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 18: Zellzahl-Parameter in HDV-1p-superinfizierten PHHs nach IFNa-Gabe

Vergleich nach 7 und 14 Tagen IFNa-Behandlung (rot) mit unbehandelten Kontrollen (grau).
A) Gesamtmenge an RNA in ng pro Well. B) Absolute Anzahl an Kopien von intrazelluldrem
beta-Globin pro Well. C) Beta-Globin-Kopien pro ng DNA.

4.2.2 HDV-Spreading in vitro dauert mindestens 24 Tage an und wird durch IFNa
gebremst

Bereits wenige Tage nach HDV-1p-Superinfektion war HDV-RNA im Zellkulturiiberstand
messbar (Abbildung 21B). 6 Tage nach Infektion wurde die erste Messung im Uberstand
durchgefiihrt, bei der sich eine extrazellulare Viruslast in Héhe von 5,6 x 102 Kopien pro ml

zeigte. Entgegen der zuvor aufgestellten Hypothese, dass sich spatestens 10 Tage nach
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Superinfektion ein konstantes HDV-Niveau eingependelt haben wirde, kam es in den un-
behandelten Kontrollen bis zum Ende des Versuches zu einem Anstieg der extrazellularen
HDV-RNA. Beim letzten Zeitpunkt der Messung lag die HDV-RNA in den unbehandelten
Kontrollen bei 1,2 x 10° und ist im Vergleich zum ersten Messwert um insgesamt 3,3-log
gestiegen. Auch die intrazelluldren Messungen ergaben eine steigende Virusmenge Uber
die gesamte Versuchsdauer. So fand sich zum Zeitpunkt 7 Tage (insgesamt 17 Tage nach
Superinfektion) eine Zunahme der HDV-RNA um 0,8-log im Vergleich zur Baseline und
nach 14 Tagen (24 Tage nach Superinfektion) stieg die HDV-RNA weiter um 1,2-log. Die

Differenz zwischen Baseline und letztem Messzeitpunkt betrug 2,1-log (Abbildung 21A).

Gleichzeitig konnte die Verabreichung von IFNa die HDV-Ausbreitung zwar nicht verhin-
dern, bremste den Anstieg im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen jedoch deutlich
ab. Bereits 7 Tage nach IFNa-Gabe kam es zu einer Reduktion der intrazellularen HDV-
RNA um 0,2-log (44 %) und nach 14 Tagen betrug die Menge 0,9-log (87 %) weniger als in
den Kontrollen. Der Anstieg der intrazellularen Virusmenge zwischen Baseline und Been-
digung der 14-tagigen Behandlung konnte von 2,1-log in den Kontrollen auf 1,2-log (Reduk-
tion um 216 %) gesenkt werden (Abbildung 21A). Der Effekt von IFNa zeigte sich im Uber-
stand erstmals 3 Tage nach Beginn der Medikamentengabe, wo die IFNa-behandelten Zel-
len 0,2-log (39 %) weniger extrazellulare HDV-RNA aufwiesen als die Kontrollen. Ab dem
10. Behandlungstag konnte die Zunahme vollstandig aufgehalten werden und es kam zwi-
schen bis zum 14. Tag sogar zu einer leichten Reduktion um 0,2-log (43 %). Der Unter-
schied zwischen der IFNa-behandelten Gruppe und der entsprechenden Kontrolle betrug
nach 14 Tagen 1,1-log, was einer Reduktion um IFNa-assoziierten Reduktion der HDV-
RNA um 91 % entspricht (Abbildung 21B).
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Abbildung 19: HDV-RNA nach IFNa-Behandlung in HDV-1p-superinfizierten PHHs
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A) Intrazelluldre HDV-RNA in HBV/HDV-1p-infizierten PHHSs, normalisiert auf die humanen
Housekeeper-Gene GAPDH und RPL30 nach 7 und 14 Tagen Behandlung mit IFNa (rot)
und in unbehandelten Kontrollen (grau). B) Extrazelluldre HDV-RNA in IU/ml im Zellkultu-
riiberstand vor dem jeweiligen Mediumwechsel in IFNa-behandelten Zellen (rot) und unbe-

handelten Kon-trollen (grau). BL = Baseline.

4.2.3 Reduktion aller intra- und extrazellularen HBV-Parameter durch IFNa

In allen Behandlungsgruppen, also sowohl in HBV- als auch HBV/HDV-1p-infizierten Zellen,
fuhrte IFNa zu einer Reduktion von HBV-pgRNA, HBV-DNA, HBV-cccDNA und HBsAg (Ab-
bildung 22 und 23). Ein wesentlicher Unterschied zwischen den nur mit HBV infizierten Zel-
len und denen mit HDV-1p-Superinfektion fiel dabei nicht auf. Die Veranderung der cccDNA
fiel insgesamt am wenigstens ins Gewicht, da sich hier nur eine sehr leichte Veranderung

feststellen liel3.

Zur Baseline fand sich kein relevanter Unterschied beziglich aller HBV-Parameter zwi-
schen HBV- und HBV/HDV-1p-infizierten Zellen. Intrazellulare HBV-DNA, HBV-cccDNA
und HBV-pgRNA (Abbildung 22) sowie extrazellulare HBV-DNA, HBsAg und HBeAg (Ab-
bildung 23) waren in allen Kontrollen in jeweils vergleichbarer Menge vorhanden. Auch im
Verlauf des Versuches lief3 sich keine eindeutige HBV-Suppression in den HDV-1p-infizier-

ten Zellen im Vergleich zu den HBV-infizierten Zellen feststellen.

Bezlglich der intrazellularen HBV-DNA fand sich in den HDV-1p-superinfizierten Zellen 7
Tage nach IFNa-Behandlung eine Reduktion um 0,3-log (46 %) und nach 14 Tagen um 0,7-
log (81 %) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Abbildung 22A). In der Gruppe der
HBV-Monoinfektion fand sich bei einer Reduktion der intrazellularen HBV-DNA in Héhe von
0,6-log (60 %) ebenfalls ein Ansprechen auf IFNa. Auf die intrazellulare HBV-cccDNA hatte
IFNa in HDV-1p-infizierten Zellen erst nach 14 Tagen einen leichten Effekt. Hierbei zeigte
sich eine Reduktion um 0,1-log (20 %) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Abbil-
dung 22B). In den HBV-monoinfizierten Zellen fand sich 14 Tage nach Beginn der Behand-
lung ebenfalls eine Reduktion um 0,1-log (17 %). Ahnlich wie auch die Gesamt-HBV-RNA
(Abbildung 22C) fiel auch die relative Expression der intrazellularen HBV-pgRNA (Abbil-
dung 22D) uber den Versuchszeitraum nach 14 Tagen sowohl in unbehandelten HBV-infi-
zierten als auch HDV-1p-superinfizierten Zellen um 0,3-log (51 bis 54 %) ab, wohingegen
sich nach 7 Tagen noch eine stabile Expression in den HDV-1p-infizierten Kontrollen zeigte.
Die Abnahme der HBV-pgRNA wurde in allen Gruppen durch IFNa verstarkt, wobei in die-

sem Fall die HBV-monoinfizierten Zellen mit einer Reduktion um 0,1-log (16 %) die
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schwachste Veranderung aufwiesen. Die HDV-infizierten PHHs zeigten eine Verringerung
um 0,3-log (52 %) nach 7 und weitere 0,2-log (41 %) nach 14 Tagen IFNa-Behandlung.
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Abbildung 20: Intrazellulare HBV-Parameter in HDV-1p-superinfizierten PHHs nach
IFNa-Gabe

Vergleich der intrazelluldren HBV-Viruslast in 7 oder 14 Tage lang mit IFNa-behandelten
PHHs (rot) mit unbehandelten Kontrollen (grau) in HDV-1p-superinfizierten PHHs (=
HBV/HDV) oder HBV-monoinfizierten Zellen (= HBV). BL = Baseline. A) Gesamte intrazel-
luldre HBV-DNA pro beta-Globin-Kopie. B) Intrazelluldre HBV-cccDNA pro beta-Globin-Ko-
pie. C) Gesamte intrazelluldre HBV-RNA, normalisiert auf humane Housekeeper-Gene
GAPDH und RPL30. D) Intrazelluldre HBV-pgRNA, normalisiert auf humane Housekeeper-
Gene GAPDH und RPL30.

Auch im Uberstand imponierte eine deutliche Verringerung der HBV-Viruslast nach IFNa-
Gabe (Abbildung 23). Bezuglich der HBV-DNA schlug die Behandlung in den HDV-1p-su-

perinfizierten Zellen bereits nach 3 Tagen (Reduktion um 0,3-log, entsprechend 46 %) und
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somit etwas friher an als in den HBV-infizierten Zellen, wo sich der Effekt erst nach 7 Tagen
(Reduktion um 0,4-log, entsprechend 63 %) eindeutig bemerkbar machte. Am Ende des
Versuches nach 14-tagiger Behandlung hatten die HDV-1p-infizierten Zellen 0,7-log (80 %)
weniger HBV-DNA im Uberstand als die Kontrollen und bei den HBV-monoinfizierten Zellen
waren es 0,6-log (75 %) weniger Kopien pro ml. Insgesamt fiel die extrazellulare HBV-DNA
in den HDV-1p-infizierten und HBV-monoinfizierten Kontrollen tber die gesamte Versuchs-
dauer zwar um jeweils 0,3-log (49 %) im Vergleich zur Baseline ab, dieser Unterschied war
in den IFNa-behandelten Zellen jedoch mit 1,0-log (90 %) bei den HDV-1p-infizierten und
0,9-log (87 %) bei den HBV-infizierten PHHs deutlich gréRer (Abbildung 23A). Das im Uber-
stand gemessene HBsAg (Abbildung 23B) fiel in IFNa-behandelten Zellen ebenfalls leicht
ab. Nach 7 Tagen zeigte sich in HBV-infizierten und superinfizierten Zellen jeweils eine
Reduktion des HBsAg um 0,2-log (35 %) im Vergleich zu den Kontrollen. Nach 14 Tagen
fand sich mit 0,3-log (47 %) eine gréRere Abnahme des HBsAg in den HBV-monoinfizierten
Zellen im Vergleich zu den superinfizierten PHHs mit einer Abnahme um lediglich 0,1-log
(25 %). Die gleiche Tendenz zeigte sich auch fur beim HBeAg (Abbildung 23C), wobei die
Unterschiede hier geringgradig groRer waren: nach 7 Tagen stellte sich bei HDV-1p-infi-
zierten Zellen eine Reduktion um 0,4-log (62 %) und nach 14 Tagen um 0,3-log (44 %)
durch IFNa-Behandlung ein und in HBV-monoinfizierten kam es zu einer Abnahme in Héhe
von 0,5-log (66 %) nach 7 und 0,4-log (60 %) nach 14 Tagen.
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Abbildung 21: Extrazellulire HBV-Parameter in HDV-1p-superinfizierten PHHs nach
IFNa-Gabe

Extrazelluldre HBV-Viruslast in unbehandelten Kontrollen (grau) und mit IFNa-behandelten
(rot) PHHSs. Vergleich von HDV-1p-superinfizierten Zellen (= HBV/HDV) mit HBV-monoinfi-
zierten PHHs (= HBV). BL = Baseline. A) Extrazelluldre HBV-DNA im Zellkulturiiberstand
vor dem jeweiligen Mediumwechsel. Extrazelluldres HBsAg (B) und HBeAg (C) im Zellkul-

turtiberstand vor dem jeweiligen Mediumwechsel.

4.2.4 Spate intrinsische HDV-induzierte ISG-Expression wird durch IFNa verstarkt

Wahrend die ISG-Induktion in den HDV-infizierten Kontrollen zwischen den Zeitpunkten
Baseline und 7 Tagen unverandert blieb, fiel erst nach 14 Tagen (insgesamt also 24 Tage
nach HDV-1p-Superinfektion) ein deutlicher Anstieg der Expression um das 5- bis 21-Fache

bei den klassischen ISGs ISG15, Mx1, Stat1 und CXCL10 auf (Abbildung 24). Im Vergleich
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dazu kam es in den HBV-monoinfizierten Kontrollen lediglich zu einer minimalen Steigerung
der Expression von ISG 15 und CXCL10 (1,5- beziehungsweise 1,9-fache Zunahme, Ab-
bildung 24A und 24D), wahrend die Induktion von Stat1 und Mx1 keine wesentliche Veran-
derung zeigte (Abbildungen 24B und 24C). Zur Baseline war die relative Expression aller
ISGs in HBV- und HBV/HDV-infizierten Zellen nahezu identisch.

IFNa erzeugte nach 7 Tagen eine starke ISG-Induktion in den HDV-superinfizierten Zellen
mit einer Erhéhung um das 9-Fache der Stat1-Expression (Abbildung 24C), um das 25-
beziehungsweise 32-Fache der Mx1- und CXCL10-Expression (Abbildungen 24B und 24D)
sowie eine Steigerung um das 69-Fache der Expression von ISG15 (Abbildung 24A). Zwi-
schen dem 7. und 14. Behandlungstag kam es hingegen weder zu einem Abfall noch zu
einem Anstieg der Expression, welche stattdessen auf einem stabilen Niveau blieb. Die
IFNa-vermittelte ISG-Induktion Uberstieg die HDV-getriggerte ISG-Expression nach 14 Ta-
gen dennoch um das 2- bis 5-Fache. Auch in den HBV-monoinfizierten Zellen kam es zu
einer starken ISG-Induktion durch IFNa: hier war die Veranderung bei Stat1 (12-fache Zu-
nahme, Abbildung 24C) am geringsten und bei ISG15 (80-fache Zunahme, Abbildung 24A)

am groften.

O unbehandelt

[l 'FNa
A ISG15 B MxA
HBV/HDV HBV HBV/HDV HBV
10! 101
0
§ 10 § 10°
m ~—
S 10 < & 10"
ot =1
=0 10?2 20 102
°e "%
O 103 O 103
104 T T 104 T T
BL 7T 14T BL 14T BL 7T 14T BL 14T
C D
Stat1 CXCL10
HBV/HDV HBV HBV/HDV HBV
10? 1 101 \
] ]
] ]
g 10° i _g 10 i
=g eg
s 101 -4 101
8+ o, O + A
nx ST
S0 102 OF5 102
°5 £3 .
O 103 O 103 D >
10414 T 104 T
BL 7T 14T BL 14T BL 7T 14T BL 14T

Abbildung 22: ISG-Expression nach IFNa-Gabe in HDV-1p-superinfizierten PHHs
75



Darstellung der Expression von ISG15 (A), Mx1 (B), Stat1 (C) und CXCL10 (D) relativ zu
humanen Housekeeper-Genen nach 7 oder 14 Tagen Behandlung mit IFNa (rot) sowie in
unbehandelten Kontrollen zur Baseline (= BL), nach 7 und 14 Tagen (grau). HBV/HDV =
HDV-1p-superinfizierte PHHs, HBV = HBV-monoinfizierte PHHSs.

4.2.5 Erhalt der NTCP-Expression unter IFNa-Behandlung

Wahrend die relative NTCP-Expression in den HDV-superinfizierten Kontrollen nach 7 Ta-
gen keine Veranderung im Vergleich zur Baseline zeigte, fiel nach 14 Tagen sowohl in HDV-
1p-infizierten Zellen als auch in den HBV-monoinfizierten Zellen jeweils ein Abfall um 0,2-
log (HDV-Superinfektion) beziehungsweise 0,3-log (HBV-Monoinfektion) auf. Bei zusatzli-
cher IFNa-Gabe blieb die NTCP-Expression hingegen erhalten und zeigte keinen Abfall im
Vergleich zur Baseline (Abbildung 25).
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Abbildung 23: NTCP-Expression in HDV-1p-superinfizierten PHHs

Expression relativ zu humanen Housekeeper-Genen GAPDH und RPL30 in unbehandelten
PHHs (grau) und nach IFNa-Behandlung (rot). BL = Baseline, HBV/HDV = HDV-1p-super-
infizierte PHHs, HBV = HBV-monoinfizierte PHHS.
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4.3 Etablierung einer HDV-Monoinfektion in vitro in kryokonservierten
PHHs und Vergleich des Ansprechens auf IFNa von HDV-1p und HDV-
1cc

Wie in Abschnitt 2.2.3.2. bereits ausfihrlich dargestellt wurde eine HDV-Monoinfektion in
kryokonservierten PHHs etabliert. Dabei erfolgte die Infektion entweder mit dem neuen Vi-
russtamm HDV-1p oder mit HDV-1cc, einem bereits seit Jahrzehnten in der Forschung ge-
nutzten Virusstamm (siehe Abschnitt 1.7). Die Zellen wurden ab dem 6. Tag nach Infektion
(= Baseline) fur insgesamt 10 Tage mit IFNa behandelt und entsprechende unbehandelte

Kontrollen zum Vergleich mitgefuhrt.

Ausplattieren von [ I T I >
Kryokonservierten -7 -6 0 10 Tage
PHHSs l Baseline
unbehandelt
=asase- Monoinfektion >
HDV-1p 1000 U/ml IFNa, zweimal wochentlich
oder
HDV-1cc

Abbildung 24: Versuchsaufbau einer HDV-Monoinfektion in kryokonservierten PHHs

Kryokonservierte PHHs wurden einen Tag nach dem Ausplattieren mit HDV-1p oder HDV-
1cc infiziert und fiir 10 Tage mit 1000 IU/ml IFNa behandelt.

4.3.1 Leichte Reduktion der HDV-RNA durch IFNa bei HDV-1p ohne Ansprechen
von HDV-1cc

Eine HDV-Monoinfektion konnte sowohl mit einer Infektion der PHHs mit HDV-1p als auch
mit HDV-1cc gut etabliert werden und erreichte zum Zeitpunkt nach 10 Tagen in den Kon-
trollen eine mit den in den in vivo infizierten und isolierten PHHs aus den beiden vorherigen
Experimenten vergleichbare Menge an relativer intrazelluldarer HDV-RNA, unabhangig vom
Virusstamm (Abbildung 27). Die Behandlung mit IFNa fuhrte allgemein zu keiner starken
Veranderung der HDV-RNA. Wahrend sich jedoch bei den HDV-1p-infizierten PHHs eine
leichte Reduktion um 0,1-log (22 %) nach Behandlung einstellte, kam es unter Therapie der
HDV-1cc-infizierten Zellen sogar zu einem leichten Anstieg um 0,3-log (2-facher Anstieg,
Abbildung 27). Da aufgrund der Abwesenheit von HBV ein HDV-Spreading nicht moglich

ist, wurde kein Uberstand analysiert.
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Abbildung 25: HDV-RNA in HDV-monoinfizierten PHHs nach IFNa-Gabe

Relative intrazelluldre HDV-RNA nach 10 Tagen in unbehandelten Kontrollen (grau) oder
IFNa-behandelten Zellen (rot). Verglichen wurden HDV-1p-infizierte (links) oder HDV-1cc-
infizierte PHHs (rechts).

4.3.2 Hohere ISG-Induktion in HDV-1cc-infizierten Zellen trotz fehlender Vi-
russuppression durch IFNa

Entgegen der Erwartung, dass die ISGs wie in den Vorversuchen auch bei der HDV-1p-
Monoinfektion durch die reine Anwesenheit von HDV-1p steigen wurden, blieb dieser Effekt
groRtenteils aus (Abbildung 28). Lediglich bei der Induktion von CXCL10 machte sich eine
Erhéhung nach 10 Tagen auch in den unbehandelten HDV-1p-infizierten Kontrollen um 1,0-
log (10-fache Zunahme, Abbildung 28D) bemerkbar, wohingegen sich bezlglich der Ex-
pression von ISG15, Mx1 und Stat1 keine relevante Veranderung zur Baseline feststellen
lied (Abbildungen 28A-C). Die Behandlung mit IFNa hingegen fihrte zu einer starken In-
duktion aller ISGs mit einer Zunahme der Expression im Vergleich zu den unbehandelten

Kontrollen um das 4- bis 112-Fache.

Im Vergleich dazu fuhrte die HDV-1cc-Infektion im Gegensatz zu HDV-1p bereits zu einer
starken ISG-Induktion zur Baseline. Bei ISG15, Mx1 und Stat1 fand sich hier eine relative
Expression ungefahr in Héhe der IFN-induzierten 1SG-Expression bei HDV-1p-Infektion
(Abbildungen 28 A-C). Interessanterweise fiel die Expression dieser ISGs bis zum Ende
des Versuches in den unbehandelten Kontrollen um das 4- bis 37-Fache ab, wohingegen
die Expression unter IFNa-Behandlung etwa auf dem Niveau der Baseline erhalten blieb,
aber auch kaum weiter anstieg. Im Vergleich zu den Kontrollen fand sich nach 14-tagiger
Behandlung eine gesteigerte Induktion um 0,7-log bis 1,3-log (5- bis 19-fache Steigerung).

Bei der Messung von CXCL10 in den HDV-1cc-infizierten Zellen zeigte sich zur Baseline
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die starkste Induktion im Vergleich zu HDV-1p. Die CXCL10-Expression fiel auch in den
IFNa-behandelten Zellen deutlich ab, war aber um 0,7-log (5-fache Zunahme, Abbildung

28D) hoher als in den unbehandelten Kontrollen.

[ unbehandelt

Bl 'FNa
A ISG15 B Mx1
101 HDV-1p : HDV-1cc 101 HDV-1p : HDV-1cc
] ' ]
0 ! 0 !
g 10 ! g 10 | pon
; d : = i : °
= 107 | %X 107 |
8 + ° : ° S + o : °
~& 102 . i <8 102 |
o | T . |
O 103 i O 103 i
[} ]
10414 —L 10414 —L
BL 10T BL 10T BL 10T BL 10T
c Stat1 D CXCL10
1014 HDV-Ip  HDV-icc 1014 HOV-p HDV-1cc
[} |
[} ]
o 10 | o 10° |
(3] -~ ™M
- N g r
% ¢ 107 o ° : d ¢ 107 :
? z ! Xz !
<0 102 i ©OF 10?2 i
% | % |
O 103 i O 103 n E
] |
10414 L 10+ 113 L
BL 10T BL 10T BL 10T BL 10T

Abbildung 26: ISG-Expression in HDV-monoinfizierten PHHs nach IFNa-Gabe

Darstellung der relativen Expression von ISG15 (A), Mx1 (B), Stat1 (C) und CXCL10 (D) im
Vergleich zu humanen Housekeeper-Genen nach 10 Tagen Behandlung mit IFNa (rot) oder
unbehandelt (grau) in HDV-1p-infizierten (jeweils links) oder HDV-1cc-infizierten PHHSs (je-

weils rechts). BL = Baseline.

4.3.3 Kein Zellverlust durch IFNa

Sowohl die mikroskopisch dargestellte Zellmenge (Abbildung 29) als auch die Gesamtenge
an RNA in ng (Abbildung 30A) beziehungsweise das Uber die DNA messbare beta-Globin
(Abbildungen 30B und 30C) blieben bis zum Ende des Versuches erhalten und machen
einen Zelltod durch IFNa-Gabe duferst unwahrscheinlich. Es kam sogar zu einer eher ho-

heren beta-Globin-Menge in sowohl HDV-1p- als auch HDV-1cc-infizierten PHHs durch
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IFNa (Abbildungen 30B und 30C). Bezlglich der RNA in ng zeigte sich bei HDV-1cc kein
Unterschied zwischen unbehandelten Kontrollen und infizierten Zellen, wohingegen es bei
HDV-1p-Infektion zu einem leichten Abfall um 0,3-log (51 %) in unbehandelten Zellen im
Vergleich zur Baseline kam und die Menge durch IFNa erhalten werden konnte (Abbildung
30A).

-6 Tage: HDV-Infektion Baseline
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Abbildung 27: Lichtmikroskopie von HDV-monoinfizierten PHHs

Exemplarische Lichtmikroskopie von HDV-monoinfizierten PHHs unmittelbar vor HDV-In-
fektion (oben links), zur Baseline nach 6 Tagen (oben rechts), in einer unbehandelten Kon-
trolle nach 10 Tagen (unten links) und nach 10-tdgiger IFNa-Behandlung (unten rechts).
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Abbildung 28: Zellzahl-Parameter in HDV-monoinfizierten PHHs nach IFNa-Gabe

Vergleich nach 10 Tagen IFNa-Behandlung (rot) mit unbehandelten Kontrollen (grau) bei
HDV-1p-Monoinfektion (jeweils links) oder HDV-1cc-Monoinfektion (jeweils rechts). BL =
Baseline. A) Gesamtmenge an RNA in ng pro Well. B) Absolute Anzahl an Kopien von

intrazelluldrem beta-Globin pro Well. C) Beta-Globin-Kopien pro ng DNA.

4.3.4 Abfall der NTCP-Expression bei HDV-Monoinfektion ohne Interferon-Thera-
pie

Die relative NTCP-Expression fiel am Ende der Versuchszeitraumes im Vergleich zur Ba-
seline, also im Zeitraum zwischen 10 und 16 Tagen nach HDV-Infektion, deutlich ab. Dieser
Effekt machte sich in den HDV-1p-infizierten Zellen starker bemerkbar (Reduktion um 2,0-
log) als in den HDV1c-infizierten Zellen (Reduktion um 1,3-log). Zellen, die mit IFNa behan-
delt wurden, konnten die NTCP-Expression hingegen auf einem konstanten Niveau im Ver-
gleich zur Baseline halten (Abbildung 31).
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Abbildung 29: NTCP-Expression in HDV-monoinfizierten PHHs nach IFNa-Gabe
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Relative Expression im Verhéltnis zu humanen Haushaltsgenen in IFNa-behandelten PHHs

(rot) und in unbehandelten Kontrollen (grau) zur Baseline (= BL) und nach 10 Tagen. Ver-

gleich von HDV-1p-infizierten PHHSs (links) und HDV-1cc-infizierten PHHSs (rechts).
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5. Diskussion

IFNa ist neben Bulevirtid derzeit das einzige Medikament, welches im klinischen Alltag zur
Behandlung der chronischen Hepatitis D eingesetzt wird. Dabei tritt eine anhaltende Re-
duktion der Viruslast 24 Wochen nach Behandlungsende jedoch nur in etwa 29 % (17 %
bis 47 %) aller mit IFNa-behandelten Patient:innen auf, von denen zudem mehr als 50% im
Verlauf einen verzégerten HDV-Ruckfall erleiden (Abdrakhman et al. 2021, Heidrich et al.
2014).

Zu den genauen Mechanismen, warum IFNa nur in so wenigen Individuen eine dauerhafte
und langfristige Wirkung erreicht, finden sich derzeit keine klaren Antworten in der Literatur.
In diversen Maus- und Zellkulturversuchen wurde immer wieder eine Resistenz gegenuber
IFNa festgestellt (Chang et al. 2006, Chida et al. 2023, Han et al. 2011, llan et al. 1992,
Lempp etal. 2019, McNair etal. 1994, Ye etal. 2019, Zhang et al. 2018). Diese Versuche
wurden jedoch alle mit dem gleichen Virusstamm (HDV-1cc) durchgefiihrt, einem HDV-Ge-
notyp 1, welcher urspriinglich zwar aus humanem Serum stammt, allerdings mehrfach se-
riell in Schimpansen Ubertragen wurde und letztlich aus einem HDV-infizierten Waldmur-
meltier isoliert und sequenziert wurde (Kuo et al. 1988). Die genauen Wirkmechanismen
von IFNa und umgekehrt der genaue Mechanismus bei IFNa-Resistenz sind derzeit nicht

abschlielend geklart und vielfach diskutierter Gegenstand der aktuellen Literatur.

Als Vorarbeit dieser Dissertation wurde ein anderer Patienten-generierter Virusstamm,
ebenfalls vom Genotyp 1 (HDV-1p), isoliert, sequenziert und kloniert sowie im Folgenden
das Therapieansprechen auf IFNa fiir diesen Virusstamm in USG-Mausen evaluiert und mit
HDV-1cc verglichen (Giersch et al. 2021a, Hendricks 2022, Hermanussen 2021). Hierbei
zeigte sich eine starke Reduktion der Viruslast bei HDV-1p, wohingegen HDV-1cc eine Re-
sistenz gegenuber IFNa aufwies. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass die IFNa-
Resistenz nicht fir HDV im Allgemeinen gilt, sondern von bisher ungeklarten Determinan-

ten abhangt, die das Genom des Virus betreffen (Hendricks 2022).

Um den neuen IFNa-sensiblen HDV-1p Virusstamm weiter zu charakterisieren, wurden in
dieser Arbeit verschiedene Zellkulturexperimente durchgefuhrt. Hierfur wurde initial ein
neues Zellkulturmodell mit PHHs, die bereits in vivo im Mausmodell mit HBV und teilweise
auch HDV infiziert waren und dann isoliert wurden, generiert beziehungsweise ausgebaut.
Im Anschluss folgte die Behandlung mit IFNa in vitro fur bis zu zwei Wochen. Um zudem
eine bessere Vergleichbarkeit mit den Zellkulturstudien, in denen sich eine IFNa-Resistenz
gezeigt hatte, zu erzielen, wurde auch ein konventioneller PHH-Versuch mit kryokonser-
vierten Zellen durchgefiihrt und das Ansprechen auf IFNa von HDV-1p und HDV-1cc mitei-

nander verglichen.
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5.1 Etablierung eines HDV-Modelles als Schnittstelle zwischen in vivo- und

in vitro-Experimenten

Trotz der hohen Verfligbarkeit von Tumorzellen gelten primare humane Hepatozyten heut-
zutage weiterhin als Goldstandard bezuglich hepatischer Zellkulturversuche. Dies liegt vor
allem daran, dass eine intakte angeborene Immunantwort und andere hepatische Funktio-
nen erhalten sind und PHHs somit das physiologischste Modell aller Zellkulturmodelle dar-
stellen (Lee et al. 2023). Gleichzeitig bringen PHHs jedoch verschiedene Hirden mit sich,
wie eine geringe Verflugbarkeit, den Verlust der hepatischen Differenzierung und vergleichs-
weise niedrige Infektionsraten (Lee et al. 2023). Um Letzteres zu umgehen, wurde in dieser
Arbeit ein neues Zellkulturmodell genutzt, in dem humanisierte USG-Mause in vivo mit HBV
oder HBV/HDV-1p infiziert wurden und PHHs nach einigen Wochen in stabilem Infektions-
zustand isoliert und in Zellkultur gebracht wurden. Durch die Messung von humanem beta-
Globin, murinem beta-Actin und Bildung eines entsprechenden Quotienten konnte sicher-
gestellt werden, dass zu Uber 99 % humane Hepatozyten in die Zellkultur gebracht wurden.
Ein Teil der HBV-monoinfizierten Zellen wurde im Folgenden in vitro mit HDV-1p superinfi-
ziert. Um bei der Superinfektion eine mdglichst hohe Infektionsrate zu erzielen, fand eine
Koinkubation mit Polyethylengylkol statt (Gripon et al. 1993). AnschlieRend erfolgte die
Behandlung mit IFNa in vitro fir bis zu 14 Tage, wobei eine Konzentration in H6he von
1000 IU/ml gewahlt wurde, die sich in verschiedenen Zellkulturversuchen mit HDV und HBV
als Standarddosierung etabliert hat (Guo et al. 2019, Legrand et al. 2023, McNair et al.
1994, Wang et al. 2005). Das PHH-Modell wurde bereits zuvor flur die Testung der IFNa-
Antwort in HBV-infizierten PHHs in unserer Arbeitsgruppe getestet (Bockmann et al.

2021b) und in dieser Arbeit um in vivo koinfizierte PHHs erganzt.

Um eine Dedifferenzierung der PHHs und somit veranderte Morphologie und Funktion der
Zellen zu vermeiden, enthielt das Kulturmedium zusatzlich zu gangigen Substanzen wie
Hormonen, Antibiotika und fetalem Kéalberserum auflerdem DMSO (Elaut et al. 2006). Die
NTCP-Expression konnte so Uber den gesamten Versuchszeitraum weitestgehend kon-
stant, wenn auch mit leichten Schwankungen bei IFNa-Gabe (siehe Abschnitt 4.3), erhalten
werden. Auch eine Reaktion des angeborenen Immunsystems der Hepatozyten im Sinne
einer intrinsischen Interferonantwort, objektiviert anhand der Messung unterschiedlicher
ISGs, liel3 sich beobachten. DMSO weist in hohen Konzentrationen zytotoxische Eigen-
schaften auf, wobei dies bei einem niedrigem Gehalt bis zu 2 % nicht beobachtet werden
konnte (Sumida et al. 2011), weshalb in den Zellkulturen dieser Arbeit eine Konzentration
von 1,8 % verwendet wurde. Zur Uberpriifung eines Zellverlustes erfolgten zum einen re-
gelmaRige mikroskopische Darstellungen aller Wells vor und nach den Mediumwechseln

sowie Messungen des humanen beta-Globins und des Gesamt-RNA-Gehaltes pro Well.
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Hierbei zeigte sich in der ersten Kultur mit in vivo koinfizierten PHHs eine allenfalls dezente
Reduktion der Zellen bei IFNa-Behandlung, wohingegen sich bei der HDV-1p-Superinfek-
tion konstante Level in allen Gruppen bis zum Ende des Versuches messen liefsen. Auch
mikroskopisch fanden sich bis zum Ende des Versuches, bei der sich die Zellen insgesamt
25 Tage in Kultur befunden hatten, keine vermehrten Lichtungen, sondern durchgehend
eine stralenformige Anordnung der Hepatozyten (Pflastersteinmuster) ohne Hinweise auf
eine vermehrte Abheftung von Zellen. Ein Zellverlust kann Uber Bestimmung dieser eher
ungenauen Parameter zwar nicht einwandfrei ausgeschlossen werden, scheint jedoch in
Zusammenschau der Messungen und Mikroskopie eher unwahrscheinlich und ist daher als
nicht relevant zu werten. Die Bestimmung eines Apoptosemarkers wie der Caspase-3
(Gomez-Lechodn et al. 2002) ware zur Sicherstellung aber méglicherweise sinnvoll und

koénnte zukilnftig bei Verwendung des Zellkulturmodelles erganzt werden.

Bezlglich der Infektionsraten fand sich im ersten Versuchsaufbau mit HBV/HDV-1p-koinfi-
zierten PHHs in vitro in den unbehandelten Kontrollen eine annahernd gleich hohe relative
Menge an intrazellularer HDV und HBV-RNA wie im Lebergewebe der entsprechenden
USG-Maus. Die extrazellulare Viruslast lag sowohl fur HDV als auch HBV etwas unter der
im Endserum der USG-Maus, war aber trotzdem hoch genug, um valide Aussagen Uber die
Veranderungen durch IFNa-Gabe treffen zu kdnnen. Im zweiten Versuchsaufbau, in dem
in vivo stabil HBV-infizierte PHHSs isoliert und in vitro mit HDV-1p superinfiziert wurden, be-
fand sich die Gesamtmenge an intrazellularer HBV-RNA und DNA ebenfalls in einem ahn-
lichen Bereich wie in der entsprechenden Maus, wohingegen die Viruslast im Uberstand
etwa 2-log niedriger als im Endserum der Maus war. Durch die HDV-Superinfektion in vitro
wurde eine relative HDV-RNA in etwa gleicher Hohe wie bei den koinfizierten Zellen er-
reicht. Die HBV-Infektionsraten scheinen im Vergleich zu urspriinglich genutzten herkdmm-
lichen PHH-Versuchen, fiir die immer wieder das Problem einer niedrigen HBV-Suszeptibi-
litdt beschrieben wurde (Guo et al. 2023, Lee et al. 2023), in diesem Versuch somit ver-
gleichbar zu in vivo Versuchen zu sein und zudem anhaltend stabil zu bleiben. Andererseits
unterscheiden sie sich nicht wesentlich zu denen in optimierten PHH-Modellen der letzten
Jahre, in denen beispielsweise durch Zugabe von DMSO und anderer Chemikalien fiir bis
zu 24 Tage ahnlich hohe intra- und extrazellulare HBV-Infektionsraten erreicht wurden (Han
et al. 2021, Lucifora et al. 2020, Xiang et al. 2019). Stellt man zudem die extrazellulare
HBV-Viruslast im Uberstand zwischen PHHSs, welche in dieser Arbeit bereits in vivo mit HBV
infiziert wurden, und PHHSs, die ebenfalls aus humanisierten Mausen isoliert, jedoch erst in
vitro mit HBV infiziert wurden (Ishida et al. 2015), gegentuber, zeigen sich auch hier ahnlich
hohe HBV-Mengen. Es sollte jedoch beachtet werden, dass es in der Studie von Ishida et

al. zu einem anhaltenden HBV-Spreading (iber mindestens 32 Tage kam (ca. 2 x 10" HBV-
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DNA-Kopien pro ml im Uberstand), wohingegen die Isolation bereits in vivo HBV-monoinfi-
zierter PHHSs stabile Infektionswerte (nach 24 Tagen ca. 7 x 10’ HBV-DNA-Kopien pro ml
im Uberstand) mit sich brachte. Bei Vergleich dieser Arbeit mit anderen PHH-Versuchen, in
denen eine Ko- oder Superinfektion von HBV und HDV vorgenommen wurde, fallt insge-
samt auf, dass in diesen weitestgehend deutlich héhere HDV-MOIs verwendet wurden.
Wahrend sich in dieser Arbeit bei Nutzung einer MOI von 1 zur HDV-Superinfektion nach
24 Tagen eine maximale intrazellulare relative HDV-RNA-Menge von 3,7 x 10" fand,
konnte in einer anderen Studie bei HBV/HDV-Koinfektion mit einer HDV-MOI von 50 nach
13 Tagen eine intrazellulare relative HDV-RNA-Menge von 10" bis 10° erreicht werden (Lu-
cifora et al. 2023). Bei Nutzung von PHHSs in Ko-Kultur mit nicht-parenchymalen Zellen lag
die extrazellulare HDV-RNA bei HBV/HDV-Ko- oder Superinfektion mit einer HDV-MOI von
1000 nach 28 Tagen bei etwa 10° bis 10" Kopien/ml, also in etwa vergleichbar zu der ext-
razellularen HDV-RNA nach 24 Tagen Superinfektion in den PHHs dieser Arbeit (Winer et
al. 2020). Ob das Modell hinsichtlich der Infektionszahlen also einen wegweisenden Vorteil
gegenuber anderen optimierten PHH-Zellkulturen bietet, bleibt aktuell fraglich. Hervorhe-
ben Iasst sich jedoch, dass insbesondere bei der HBV/HDV-Koinfektion anhaltend stabile
HBV- und HDV-Werte vorlagen und sich auch bei HBV-monoinfizierten Zellen eine stabile
HBV-Menge fand. Zudem brauchte es im Vergleich zu anderen Studien eine wesentlich

geringere HDV-MOI zum Erreichen einer hohen HDV-Viruslast.

Das neue HDV-Infektionsmodell bietet als Schnittstelle zwischen in vivo- und in vitro-Expe-
rimenten auflerdem die Mdglichkeit, Storfaktoren bei der Tierhaltung zu umgehen und unter
kontrollierten Bedingungen praklinische Testungen von verschiedenen Substanzen bei ho-
hen Infektionsraten vorzunehmen. Mdglicherweise konnte es zukiinftig auch zur Forschung
mit anderen Hepatitisviren wie HCV oder HEV verwendet werden. Dabei liegt ein Vorteil
insbesondere darin, die Effekte von HDV oder anderen Viren auf Zellebene im Rahmen
einer stabilen Infektion in vitro untersuchen zu kénnen, da herkdmmliche PHHSs in vitro nor-
malerweise nur eine Lebensdauer von etwa 4 Wochen haben (Davidson und Khetani 2020)
und eine chronische beziehungsweise stabile Infektion in vitro dadurch nur bedingt simu-
lierbar ist. Da die HDV-Superinfektion jedoch in 90 % der Falle in eine chronische Infektion
ubergeht (Negro und Lok 2023), waren insbesondere bei der Testung von Medikamenten
moglichst realitatsnahe Rahmenbedingungen selbst in praklinischer Umgebung sinnvoll,
wozu das neue Zellkulturmodell méglicherweise genutzt werden konnte. Gleichzeitig bietet
sich das Modell auch fir die Untersuchung der HDV-Infektionskinetiken unabhangig von
einer Zellproliferation an, da sich PHHs in Zellkultur im Gegensatz zu den leicht verfigbaren
hepatischen Tumorzellen in der Regel nicht weiter vermehren (Guo et al. 2023). Zudem

unterstitzt das Modell den gesamten HDV- und HBV-Lebenszyklus und kdnnte so zum
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tieferen Verstandnis der Interaktion zwischen Virus und Immunsystem und folglich zielge-

richteterer HDV-Behandlung beitragen.

Anderseits hat das Modell auch einige Nachteile und Limitationen, die es bei der zukunfti-
gen Verwendung und zur Interpretation der generierten Ergebnisse dieser Arbeit zu berick-
sichtigen gilt. So ist es aufgrund der sequenziellen Kombination von Tier- und Zellkulturver-
such sehr zeitaufwendig: Zum Zeitpunkt der Infektion waren die USG-Mause beide knapp
20 Wochen alt, gefolgt von einer Infektionsphase in vivo mit einer Dauer von 10 bezie-
hungsweise 15 Wochen und einer in vitro Versuchsdauer von etwa 2 bis 3 Wochen, sodass
die Versuche insgesamt eine Zeitspanne von Uber einem halben Jahr einnahmen. Daher
erfordert das Modell eine griindliche und vorausschauende Planung und ist zur schnellen
Generierung von Ergebnissen eher ungeeignet. Im Falle der in vitro durchgefiihrten HDV-
1p-Superinfektion fiel zudem ein anhaltendes HDV-Spreading tUber mindestens 3 Wochen
auf. Der im Vorfeld festgelegte Zeitpunkt von 10 Tagen als Baseline wurde somit zu frih
gewahlt und das eigentliche Ziel, den Effekt von IFNa auf stabil infizierte Zellen zu zeigen,
verfehlt. Daher sollte vor erneuter Verwendung des Modells in einem Vorversuch ein ge-
eigneter Zeitpunkt als Baseline evaluiert werden, ab dem es zu keinem Spreading mehr
kommt. Die Kurve der Viramie stieg, wenn auch gegen Ende eher langsamer, bis 24 Tage
nach Superinfektion an, sodass insbesondere dahinterliegende Zeitpunkte interessant sein
konnten. Andererseits ware es aber auch moglich, dass die PHHs eine so lange Dauer in
Zellkultur nicht tolerieren, sodass das Setting der Superinfektion in Bezug auf das neue

PHH-Modell potenziell nachrangig gegeniber der stabilen Koinfektion stehen kénnte.

Eine technisch bedingte Barriere ergab sich im Rahmen der Isolation von humanen He-
patozyten aus der USG-Maus. Hierbei fanden sich nach manueller Auszahlung im Vergleich
zu vorherigen Arbeitsgruppen-internen Isolationen eher niedrige Vitalitatsquoten, sodass in
beiden Experimenten gerade genug Zellen generiert wurden, um Triplikate zu allen Bedin-
gungen bilden zu kénnen. Bezlglich der Farbungen reichten die HBV-monoinfizierten Zel-
len nicht aus, um auch Kammerobjekttrager mit ausreichend Zellen fiillen zu kénnen, so-
dass die visuelle Quantifizierung verschiedener viraler Marker tber die Immunfluoreszenz-
farbung nur bedingt erfolgen konnte. Eine mégliche Ursache daflr kdnnte zellularer Stress
ausgelost durch eine Ischamie im Rahmen der Zellisolation und folglich Bildung von unter
anderem reaktiven Sauerstoffspezies sein (Elaut et al. 2006) oder eine manuelle Schadi-
gung der Zellen beim Ausstreichen der gelésten Hepatozyten aus der Leberkapsel. Auch
eine zu lange Wartezeit bis zum anschlieBenden Ausplattieren der gelésten Zellen ware als
Ursache denkbar. In der spateren Uberarbeitung des Protokolls konnten nach Verwendung
einer anderen Kollagenase deutlich héhere Vitalitdtsquoten erreicht werden. Potenzielle
Nebenaktivitaten der urspringlichen Kollagenase kdnnten also ebenfalls zu einer Zellscha-

digung gefluihrt haben.
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Die limitierte Zellzahl schrankt die Replizierbarkeit und statistische Verwertung der Ergeb-
nisse ein, ohne dass eindeutig klar geworden ist, welcher Schritt bei der Isolation einer
Optimierung bedarf. Die Prozedur der hepatischen Zellisolation sollte somit weiter Uberar-
beitet und die einzelnen Schritte genauer auf ihre Effektivitat Gberprift werden. In Bezug
auf die Immunantwort im Rahmen der HDV-Infektion ist das Modell aufgrund der Abwesen-
heit einer adaptiven Immunantwort ebenfalls nur eingeschrankt sinnvoll, wobei dies auch in
Standard-PHH-Kulturen der Fall ist und somit keinen direkten Nachteil darstellt. Gleiches
gilt fur die Tendenz zur Dedifferenzierung, die in PHH-Kulturen allgemein gegeben ist (Lee
et al. 2023) und die in diesem Fall scheinbar gut Uber die Gabe mit DMSO beschrankt

werden konnte.

Zusammenfassend bringt das neue Zellkulturmodell insbesondere den grof3en Vorteil einer
hohen Infektionsrate mit sich und erlaubt die Untersuchung von HDV-Infektionsmarkern in
stabil infizierten PHHs. Es bendtigt jedoch eine lange Versuchsdauer und ist technisch an-
spruchsvoll. Vor erneuter Nutzung sollten die technischen Schwierigkeiten moéglichst aus-
geraumt werden, um eine bessere Replizierbarkeit der Ergebnisse und Verlasslichkeit fur

zukunftige Zellkulturversuche zu erreichen.

5.2 Charakterisierung eines neuen HDV-Virusstammes: Ansprechen von
HDV-1p auf IFNa in vitro und Vergleich mit HDV-1cc

In verschiedenen Quellen der letzten Jahrzehnte wurde immer wieder eine Resistenz von
HDV gegenuber IFNa in vitro festgestellt (Chang et al. 2006, Han et al. 2011, llan et al.
1992, Lempp et al. 2019, McNair et al. 1994, Zhang et al. 2018). Wie bereits erlautert
wurde hierfur jedoch immer der gleiche Virusstamm vom Genotyp 1, in dieser Arbeit HDV-
1cc genannt, verwendet. 2017 stellten Giersch et. al hingegen ein starkes Ansprechen auf
peg-IFNa in vivo fest. Hierbei wurden Leber-chimare USG-Mause mit einem Virusstamm
aus dem Serum eines HDV-infizierten Patienten infiziert (in dieser Arbeit HDV-1p genannt),
welcher spater eine anhaltende IFNa-induzierte Virussuppression erreichte. Die 4-wdchige
peg-IFNa-Behandlung der Mause erzielte eine Reduktion der HDV-Viramie um 1,4-log
(Giersch et al. 2017). Daraufhin wurde der Virusstamm sequenziert und kloniert und es
wurden neue infektidse virale Partikel in Zellkultur generiert (Giersch et al. 2023, 2021a).
Danach erfolgte erneut die Testung dieser infektiésen viralen Partikel auf das Ansprechen
auf peg-IFNa in vivo und auch hier lief3 sich eine Reduktion aller HDV-Parameter erreichen
(Giersch et al. 2023). Bei Vergleich mit dem herkémmlich genutzten Virusstamm HDV-1cc
wurde fur diesen Stamm die Resistenz bestatigt und stand somit im Kontrast zu HDV-1p.

Dies legte die Hypothese nahe, dass das Ansprechen auf IFNa Virusstamm-abhangig ist
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und moglicherweise Faktoren oder Sequenzen des Genoms eine Rolle dabei spielen (Hen-
dricks 2022). Ein abschlieender Vergleich der Sequenzen von IFNa-resistenten und IFNo-
sensiblen Virenstammen steht derzeit noch aus, kdnnte aber entscheidende Informationen
Uber den Ursprung des Therapieansprechens mit sich bringen. Denkbar ware in der Kon-
sequenz auch eine individuelle Therapieanpassung, abgestimmt auf das Genom des Virus,

mit dem ein Patient oder eine Patientin infiziert ist (Hendricks 2022).

Um den neuen HDV-1p-Virusstamm weiter zu charakterisieren und eine Vergleichbarkeit
mit den Vorstudien, die eine IFNa-Resistenz von HDV-1cc ergeben hatten, zu erzielen,
wurde in dieser Arbeit zunachst das Ansprechen von HDV-1p auf IFNa in vitro getestet und
ein Vergleich viraler HBV- und HDV-Marker mit unbehandelten Kontrollen vorgenommen.
Dafiur wurde initial das oben beschriebene, teilweise neue Zellkulturmodell verwendet, in
dem in vivo stabil HBV- oder HBV/HDV-1p-infizierte PHHs isoliert, dann im Falle der HBV-
Monoinfektion in vitro mit HDV-1p superinfiziert und schlief3lich fir bis zu 14 Tage mit IFNa
behandelt wurden. Im Anschluss und um eine bessere Vergleichbarkeit mit den zuvor
durchgeflihrten Zellkulturversuchen zu erreichen, in denen HDV sich immer wieder resis-
tent gezeigt hatte, wurde die Zellkulturreihe um einen herkdmmlichen PHH-Versuch mit
kryokonservierten Zellen erganzt und das Ansprechen von HDV-1p auf IFNa direkt mit dem

von HDV-1cc verglichen.

5.2.1 Einfluss von IFNa-Behandlung in vitro auf HDV-1p-Viruslast

In stabil in vivo HBV/HDV-1p-koinfizierten PHHs konnte die Behandlung mit IFNa in vitro
die Viruslast der HDV-RNA nach 14 Tagen intrazellular um 1,6-log (98 %) und extrazellular
um 0,7-log (81 %) reduzieren und den Anteil HDAg-positiver Hepatozyten erheblich verrin-
gern. Aulderdem kam es zu einem leichten IFNa-induzierten Abfall der HBV-RNA und einer
Reduktion der HBV-DNA und des HBsAg im Zellkulturiiberstand. Gleichzeitig fielen jedoch
auch die HBV-Parameter nach 14 Tagen in den unbehandelten Kontrollen etwas ab. Dies
konnte auf die haufig beobachtete HDV-induzierte Suppression der HBV-Replikation (Chida
et al. 2023, Giersch und Dandri 2015) bei gleichzeitiger HBV/HDV-Ko- und HDV-Superin-
fektion zurlickzufiihren sein, die méglicherweise mit der allgemein gesteigerten ISG-Induk-
tion bei HBV/HDV-Infektion im Vergleich zur HBV-Monoinfektion (Giersch et al. 2015) zu-
sammenhangt. Dies wlrde zu der Beobachtung passen, dass auch HDV-1p eine starke
intrinsische Antwort des angeborenen Immunsystems im Sinne einer ISG-Induktion verur-
sacht und somit ebenfalls eine gesteigerte Antigenprasentation von HBV-Epitopen in PHHs

auslésen konnte, wie es zuvor in PHHs zu beobachten war (Tham et al. 2020).
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Bei den in vitro mit HDV-1p superinfizierten stabil HBV-infizierten PHHs konnte die HDV-
Ausbreitung sowohl intra- als auch extrazelluldr durch IFNa ebenfalls deutlich einge-
schrankt werden, sodass sich nach 14 Tagen Behandlung eine um 0,9-log (87 %) niedrigere
Menge HDV-RNA fand. Allerdings kam es bis zum Ende des Versuches zu einem Sprea-
ding der HDV-Virdmie und ein sogenannter steady state, also eine stabile HDV-RNA-
Menge, wurde bis zum Ende des Versuches nicht erreicht. Wahrend in den koinfizierten
Zellen die HBV-DNA nicht eindeutig beeinflusst wurde, fiel hier eine klare Reduktion aller
HBV-Parameter sowohl intrazellular als auch im Uberstand auf. Interessanterweise stellte
sich dieses Mal bezuglich der HDV-Viruslast kein relevanter Unterschied zwischen den 14
Tage lang behandelten HBV- und den HBV/HDV-1p-infizierten Zellen ein und in beiden
Gruppen kam es im Vergleich zur Baseline zu einem leichten Abfall der HBV-Parameter,
sodass hier von keiner HDV-induzierten HBV-Suppression auszugehen ist. Dies steht im
Kontrast zu der Beobachtung von Bockmann et. al (Bockmann et al. 2021b), die im glei-
chen Zellkulturmodell (PHH-Isolation aus in vivo HBV-infizierter USG-Maus und anschlie-
Rende HDV-Superinfektion in vitro) einen starken Abfall der intrazellularen HBV-pgRNA bei
gleichzeitig hoher HDV-RNA nach Superinfektion feststellten. Somit ist nicht klar, wie aus-
sagekraftig die Daten bezlglich der HBV-Suppression sind, was somit Fokus in weiteren

Untersuchungen sein sollte.

Entgegen der Erwartung, HDV-1p wirde auch im Rahmen einer Monoinfektion gut auf IFNa
ansprechen, konnte im letzten Versuchsaufbau in Abwesenheit von HBV keine wirklich re-
levante IFNa-induzierte Suppression der HDV-RNA festgestellt werden. Es kam zwar zu
einer sehr geringen Reduktion der HDV-RNA um 0,1-log bei Behandlung von HDV-1p infi-
zierten PHHSs, im Vergleich zu der starken Reduktion in den ko- und superinfizierten Zellen
scheint dieser Wert jedoch eher vernachlassigbar. Es sollte zudem berlcksichtigt werden,
dass die Triplikate der HDV-1p-Kontrollgruppe sehr weit auseinander lagen und somit nur
bedingt aussagekraftig sind. Interessanterweise kam es aber in den HDV-1cc-infizierten
Zellen zu einer sogar hdheren Viruslast in den behandelten Zellen. Es scheint also auch im
Rahmen der Monoinfektion im direkten Vergleich beider Virenstdmme immerhin die Ten-
denz zu geben, dass IFNa einen leichten Effekt auf HDV-1p hat, wohingegen HDV-1cc
vollstandig resistent zu sein scheint. Moglicherweise erzielt IFNa im Allgemeinen nur eine
sehr schwache Wirkung in Zellkultur in der Abwesenheit von HBV, sodass vielleicht auch
die unterliegende Infektion mit dem Helfervirus eine Rolle spielt. Die allgemein niedrigen
Infektionsraten in PHHSs sind in diesem Versuch jedoch eher nicht die Ursache des lediglich
geringen Ansprechens, denn hier lag die intrazellulare HDV-RNA im selben Bereich wie bei
den zuvor durchgeflihrten Versuchen mit in vivo stabil infizierten PHHs. Eine unterschiedli-

che Infektiositat beider Viren scheint ebenfalls unwahrscheinlich, da bei gleicher MOI fir
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beide Virenstdmme am Ende des Versuches auch vergleichbare intrazellulare Virusmen-

gen nachgewiesen werden konnten.

5.2.2 IFNa-induzierter Zelltod unwahrscheinlich als Ursache fiir Virusreduktion
bei HDV-1p-Infektion

Zuvor konnte in humanisierten Mausen bei peg-IFNa-Behandlung, unabhangig vom HDV-
Virusstamm, eine Induktion der humanen Caspase 8 festgestellt werden (Hermanussen
2021). Die Caspase ist ein Apoptosemarker, der an verschiedenen Entziindungsprozessen
und der Immunantwort beteiligt ist (Orning und Lien 2021), sodass von einem leichten
IFNa-getriggerten Hepatozytenverlust in vivo ausgegangen wurde (Hermanussen 2021).
Zudem kann auch eine ausgepragte HDV-Replikation zu einer Abheftung von Zellen in Zell-
kultur und Zelltod fuhren (Chad et al. 1990) und in den hier durchgefihrten Zellkulturversu-
chen kam es zu mit in vivo vergleichbaren Virusmengen. Es ware also mdglich, die beo-
bachtete HDV-Reduktion in dieser Arbeit im Kontext der Ko- und Superinfektion falschli-
cherweise aufgrund eines IFNa-induzierten Zellverlustes oder allgemeinen zellularen
Stress bei verhaltnismafig eher langer Verweildauer der PHHs (bis zu 24 Tage) in Zellkul-
turbedingungen beziehungsweise aufgrund einer durch eine hohe Menge an HDV-RNA ge-

triggerten Zellabheftung fehlzuinterpretieren.

Um dies zu Uberprifen, wurden verschiedene Parameter zur orientierenden Einschatzung
der Zellzahl pro Well evaluiert. Die Gesamtmenge an RNA und die Anzahl der Kopien des
humanen beta-Globins, welches als Marker fir humane Zellen genutzt wird (Giersch et al.
2017), zeigten dabei keine eindeutige Tendenz hinsichtlich eines Zellverlustes. Wahrend
sich bei der RNA eine, wenn auch sehr dezente, Reduktion durch IFNa in koinfizierten
PHHs einstellte, zeigte sich bei der HDV-1p-Superinfektion kein relevanter Abfall. Bei der
HDV-1p-Monoinfektion kam es eher zu einem Erhalt der Gesamt-RNA durch Behandlung
und einer im Vergleich dazu niedrigeren Menge in den unbehandelten Kontrollen, wohinge-
gen es bei der HDV-1cc-Infektion keinen Unterschied zwischen behandelten und unbehan-
delten Zellen gab. Letzteres wéare zwar in der Tat eine Erklarung fur das unterschiedliche
IFN-Ansprechen der beiden Virenstdmme, jedoch kam es ausgerechnet in dem Versuchs-
aufbau der HDV-Monoinfektion zu keinem relevanten HDV-Verlust, sodass diese Theorie
noch einmal genauer untersucht werden musste. Die Kopienzahl des humanen beta-Glob-
ins nach IFNa-Behandlung schien sich sowohl in ko- als auch superinfizierten PHHs nicht
wesentlich durch IFNa-Gabe zu verandern und blieb auf einem weitgehend konstanten Ni-
veau, wobei sich bei der HDV-Monoinfektion hohere beta-Globin-Kopien nach IFNa-Gabe

fanden. Da bei der Monoinfektion jedoch in Bezug auf die beta-Globin-Expression keine
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Ausgangswerte zum Vergleich der Daten nach Behandlung zum Zustand vor Beginn der
Behandlung vorliegen, ist es schwierig, diese Daten genauer einzuordnen und fraglich, in-
wiefern sich IFNa auf die Zellmenge bei HDV-Monoinfektion auswirkt. Ein eindeutiger Er-
klarungsansatz dafir lieR® sich in der Literatur bislang nicht finden. Ebenso gab es keine
klaren Hinweise, dass ein methodisches Vorgehen urséachlich fur diese Abweichung sein

konnte.

Eine auf den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente aufbauende Versuchsreihe, aus-
gefihrt von Jonathan Kolbe, wiederholte den ersten Zellkulturversuch mit stabil in vivo
HBV/HDV-1cc koinfizierten PHHs zu exakt denselben Versuchsbedingungen. Hierbei fiel
ebenfalls ein allenfalls dezenter RNA-Verlust bei IFNa-Behandlung auf, jedoch kam es zu
keiner Reduktion der HDV-RNA (Giersch et al. 2023). Da sich somit in beiden Versuchen,
also sowohl bei HDV-1p- als auch HDV-1cc-Koinfektion, ein leichter RNA-Verlust beobach-
ten lief3, jedoch trotzdem ein unterschiedliches Ansprechen auf die Therapie vorlag, scheint
ein Zelltod als Erklarung fir die HDV-Reduktion bei HDV-1p-Infektion in Zusammenschau
der Befunde unwahrscheinlich. Zur genaueren Evaluierung des Ausmales eines potenzi-
ellen Zelltodes ist die Bestimmung eines Apoptosemarkers in weiteren Untersuchungen

sinnvoll.

5.2.3 HDV-1p vermittelte Immunreaktion wird durch IFNa verstarkt

Im Rahmen der angeborenen Immunantwort zur Abwehr viraler Infektionen kommt es zur
Induktion verschiedener Interferon-stimulierter Gene, die wiederum fir die Bekampfung der
Virusinfektion eine wichtige Rolle spielen (Schoggins 2014). Neben der Hemmung des
Viruseintritts in die Zelle kbnnen sie beispielsweise den Transport zum Zellkern oder die
virale Genexpression inhibieren (Schoggins 2019). Wahrend die exakten Ablaufe der Im-
munreaktion beziehungsweise exakten Mechanismen der Viruselimination durch das Im-
munsystem und die Interaktion von Immunantwort und Virusreplikation im Kontext der HDV-
Infektion nicht abschlieBend geklart sind, ist aktuell immerhin bekannt, dass HDV eine
starke Interferonantwort des angeborenen Immunsystems mit folglich starker intrinsischer
ISG-Induktion ausldst (Giersch et al. 2015, Jung et al. 2020b, Zhang et al. 2018, Zhang
und Urban 2021).

Die in dieser Arbeit untersuchten ISGs umfassen ISG15, Mx1, Stat1 und CXCL10. Bei allen
kam es zu einer sowohl HDV-vermittelten als auch IFNa-vermittelten Steigerung der Induk-
tion auf RNA-Ebene. Die intrinsische ISG-Expression des angeborenen Immunsystems der

PHHs wurde dabei zusatzlich fast ausnahmslos durch IFNa gesteigert und trat unabhangig
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vom Infektionstyp auf, sodass es keine Rolle spielte, ob eine Ko-, Super- oder Monoinfek-
tion vorlag. Dabei kam es im Falle der Ko- und Superinfektion zwischen dem 7. und 14. Tag
der IFNa-Behandlung auch in den unbehandelten Kontrollen noch zu einem Anstieg der
Expression, sodass eine anhaltende IFN-Reaktion vorhanden zu sein scheint. Die IFNa-
Gabe wiederum schien bereits innerhalb der ersten 7 Tage der Behandlung die ISG-Induk-
tion bis zum Maximum anzutreiben. Eine weitere Steigerung der Expression nach dem 7.
Behandlungstag blieb aus, die ISGs wurden jedoch auf einem konstanten Niveau erhalten.
Im Vergleich dazu trat bei HBV-monoinfizierten PHHs in Abwesenheit von HDV keine rele-
vante Steigerung der ISG-Induktion allein durch HBV ein, sondern erst nach Verabreichung
von IFNa. Dies deckt sich mit vorherigen Beobachtungen, bei denen HDV zu einer anhal-
tenden Antwort des angeborenen Immunsystems und somit intrinsischen ISG-Induktion
fuhrt, wohingegen diese Reaktion bei HBV gréRtenteils ausbleibt oder nur schwach vorhan-
den ist (Chida et al. 2023, Giersch et al. 2015, Zhang und Urban 2021). In humanisierten
Mausen erreichte diese gesteigerte HDV-induzierte 1ISG-Induktion ihren Hohepunkt nach
etwa 8 Wochen und blieb fur insgesamt mindestens 12 Wochen erhalten (Giersch et al.
2015).

Die einzige Ausnahme, die nicht dem sonst durchweg beobachteten Muster der ISG-Induk-
tion folgte, stellte die CXCL10-Induktion in koinfizierten PHHs dar. Auffallig war hier, dass
bei der CXCL10-Messung in koinfizierten PHHs auch nach Wiederholung der Messung die
Expression nach 14 Tagen in unbehandelten Kontrollen etwas hoher war als nach IFNa-
behandelten Zellen war, was im Widerspruch zu den CXCL10-Messungen in super- und
monoinfizierten PHHs steht. Hierbei kdnnte einerseits ein technisches Problem in Bezug
auf die CXCL10-Primer/Sondenkombination vorgelegen haben, sodass diese vor erneuter
Nutzung Uberprift werden sollte. Andererseits ware auch denkbar, dass durch eine Reduk-
tion der HDV-RNA eine geringere CXCL10-Expression zustande kommt. CXCL10 ist ein
pro-inflammatorisches und pro-fibrinogenes Chemokin (Hintermann et al. 2010) und geht
in Schimpansen mit erhéhten ALT-Spiegeln und einer hepatischen Nekroinflammation ein-
her (Engle et al. 2020). Zudem ist bekannt, dass hohe HDV-RNA-Spiegel mit einer erhdh-
ten Wahrscheinlich der Entwicklung einer Leberzirrhose einhergehen (Romeo et al. 2014),
die im Rahmen der HDV-Infektion als Folge einer chronischen Entziindung entsteht (Alt-
stetter et al. 2021). Sowohl niedrige CXCL10-Spiegel als auch niedrige HDV-RNA-Mengen
scheinen also mit einem geringeren Entziindungsgrad einherzugehen, sodass diese Ergeb-
nisse moglicherweise korrelieren konnten. Denkbar ist daher, dass die starke Reduktion
der HDV-RNA nach 14 Tagen IFNa-Behandlung zu einer allgemein reduzierten hepati-
schen Entzindungsreaktion fuhrt und somit eine niedrigere CXCL10-Expression nach sich
zieht, auch wenn dies aufgrund der Abweichung lediglich im Rahmen der Koinfektion, nicht

jedoch bei HDV-1p-Superinfektion, als eher unwahrscheinlich einzustufen ist. Erganzend
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hatte die Bestimmung anderer stark pro-fibrinogener Zytokine wie TNFa (Yang und Seki
2015) oder die Messung der Aminotransferasen sinnvoll sein kénnen, die in HDV-infizierten
Patient:innen bekanntermalfien korrelieren (Joshi et al. 2023). Eine ALT-Messung wurde
im Rahmen dieser Arbeit initial vorgenommen (Daten nicht abgebildet), jedoch fielen die
Messungen vermutlich aufgrund der vergleichsweise geringen Zellzahl und somit ohnehin
geringen Menge an ALT und AST im Zellkulturiberstand im Vergleich zum Serum bei Pa-
tient:innen sehr schwankend aus oder waren teilweise gar nicht messbar, sodass hierzu
vor erneuter Messung eine andere Methode gewahlt oder gar entwickelt werden sollte.
Sollte es gelingen, eine ALT-Messung in PHHSs in vitro vorzunehmen, kénnte moglicher-
weise eine Korrelation der verschiedenen ISGs mit dem Grad der hepatischen Entziindung
beziehungsweise Auswirkung dieser Entziindung auf die Hepatozyten-Morphologie herge-

stellt werden.

Neben den konventionellen ISG-Messungen erfolgte zudem eine mittels Immunfluores-
zenzfarbung durchgefuhrte HLA-Visualisierung in koinfizierten PHHs. Diese erweckte - pas-
send zu den vorherigen Ergebnissen - den Eindruck einer gesteigerten HLA-Prasenz einer-
seits durch HDV an sich und andererseits einer weiteren Zunahme durch IFNa. Bei genau-
erer Betrachtung fallt zudem auf, dass moéglicherweise insbesondere HDAg-negative Zellen
vermehrt HLA exprimieren, da in diesen das fluoreszierende Signal starker vorhanden zu
sein scheint. Dies passt zu der Beobachtung von Giersch et. al, dass Stat1 ebenfalls am
ehesten in HDAg-negativen Hepatozyten akkumuliert und bei hoherer Menge an intrazellu-
larem HDAg mdglicherweise bestimmte intrazellulare Interferenzmechanismen des Immun-
systems greifen (Giersch et al. 2015). Ahnliches kénnte also auch fiir andere ISGs wie das
an der Antigenprasentation beteiligte HLA gelten, welches auch in anderen Studien im Ver-
gleich zur HBV-Infektion bei gleichzeitiger Prasenz von HDV deutlich verstarkt exprimiert
wurde und wie bereits erwadhnt auch eine Erklarung fir die HBV-Suppression bei gleichzei-
tig vorliegender HDV-Infektion durch eine gesteigerte Antigenprasentation von HBV-Epito-
pen ware (Tham et al. 2020). Da sich in PHH-Versuchen allerdings nur das angeborene
Immunsystem, nicht jedoch eine adaptive Immunantwort widerspiegelt, lasst sich dies in

dieser Arbeit nicht weiter Gberprufen.

5.2.4 Zusammenfassender Vergleich von HDV-1p und HDV-1cc

Zum Vergleich der HDV-1p- und HDV-1cc-Infektion wurde in dieser Arbeit jeweils eine Mo-
noinfektion mit einem der beiden Virenstdamme in kryokonservierten PHHs etabliert. Auf-
grund eines technischen Fehlers bei der intrazellularen RNA-Isolation konnten zur Base-
line, also 6 Tage nach Infektion der Zellen, keine Messungen der HDV-RNA durchgefihrt

werden und es stehen zur Interpretation der Ergebnisse lediglich die Daten nach 10-tagiger
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IFNa-Behandlung beziehungsweise zum Vergleich die jeweiligen unbehandelten Kontrollen
zur Verfigung. Es ist somit unklar, ob und inwiefern sich die Viruslast unterschiedlich
schnell entwickelt hat, was die Auswertung des Versuches geringfiigig einschrankt. Nach
10 Tagen fand sich jedoch eine anndhernd gleich hohe HDV-Expression in HDV-1cc- und
HDV-1p-infizierten PHHs, sodass von einer ahnlich hohen Infektiositat beider Virenstamme
ausgegangen werden kann und dies somit als Erklarungsansatz eines unterschiedlichen
Ansprechens auf IFNa, wie es sich zuvor in Mausen gezeigt hatte (Giersch et al. 2017),
wegfallt. Wie bereits beschrieben kam es lediglich bei HDV-1p-infizierten Zellen zu einer
minimalen Reduktion der HDV-RNA durch IFNa-Behandlung, wahrend ein Effekt in HDV-
1cc-infizierten PHHs vollstandig ausblieb. Die Daten sind zwar nicht signifikant und auf-
grund einer grof3en Streubreite nur bedingt aussagekraftig, wiirde aber zu den Ergebnissen
der beiden Vorversuche mit ko- und superinfizierten PHHs passen. Auch die spatere Wie-
derholung des Versuches mit HBV/HDV-koinfizierten Zellen durch Jonathan Kolbe, welcher
in diesem Fall den Versuchsaufbau mit HDV-1cc-infizierten Hepatozyten durchfihrte,
zeigte im Vergleich zur HDV-1p-Infektion kein Ansprechen von HDV-1cc auf IFNa (Giersch
et al. 2023). Warum also ein Effekt von IFNa im Setting der HDV-Monoinfektion ausgeblie-
ben ist, bleibt unklar und kann einerseits an der Monoinfektion an sich liegen, die im Men-
schen physiologischerweise nicht vorkommt (Smedile et al. 1982), andererseits waren

auch technisch bedingte Ursachen maoglich.

Bei Vergleich der ISG-Expression zwischen der HDV-1p und HDV-1cc-Monoinfektion fiel
interessanterweise eine héhere intrinsische Induktion in HDV-1cc-infizierten Zellen bereits
zu Beginn des Versuches (Baseline) auf. Dies steht im Kontrast dazu, dass HDV-1cc den-
noch IFNa-resistent zu sein scheint. Es kommt also zur verstarkten 1SG-Induktion, ohne
dass diese ISGs einen Effekt in Bezug auf die HDV-RNA zu vermitteln scheinen. Somit liegt
die Schlussfolgerung nahe, dass nicht die Interferonantwort mit ISG-Induktion per se ver-
antwortlich fur die IFNa-Resistenz ist, sondern dass HDV-1cc vermittelte Mechanismen, die
erst an Prozessen nach der ISG-Induktion beteiligt sind, fir die fehlende Virussuppression
zustandig sein konnten. Eine andere Erklarung kénnte auf eine Beobachtung von Palatini
et al. zurtckzufuhren sein, die bei Vergleich von HDV-1cc und einem HDV-WHO-Virus-
stamm feststellten, dass HDV-1cc in HepG2-Zellen eine IFITM3-unabhangige Infektion her-
vorruft (Palatini et al. 2022). IFITM3 dient als Interferon-induziertes Transmembranprotein
als NTCP-Kofaktor und kdnnte von HDV, genauso wie es einige andere Viren tun, moglich-
erweise zur Verhinderung einer intrazellularen viralen Zerstorung durch das Immunsystem
zweckentfremdet werden (Palatini et al. 2022). Ein Knockout von IFITM3 fihrte dabei zu
einer Reduktion der Infektionsraten bei Nutzung des WHO-Virusstamms, wohingegen dies
keinen Einfluss auf die HDV-1cc-Infektion hatte (Palatini et al. 2022). Somit ist denkbar,

dass exogen verabreichtes IFNa normalerweise ebenfalls einen Einfluss auf die IFITM3-
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Expression haben kénnte und HDV-1cc dieses Phanomen durch derzeit unbekannte Me-
chanismen umgeht. Ob und inwiefern auch die Infektion mit HDV-1p IFITM3-abhangig ver-
lauft, ware daher eine interessante Fragestellung zur zukinftigen weiteren Charakterisie-
rung von HDV-1p und kénnte moglicherweise einen Erklarungsansatz in Bezug auf virale
Unterschiede liefern, die wiederum das unterschiedliche Ansprechen auf IFNa erklaren
kénnten. Auch der abschlieRende Vergleich der Sequenzen von HDV-1cc und HDV-1p
koénnte weitere Erkenntnisse generieren, steht aber derzeit noch aus. Zudem ware es sinn-
voll, mehr ISGs zu analysieren und mdgliche Unterschiede der Virenstdmme bei der Induk-

tion verschiedener ISGs aufzudecken.

5.3 Einfluss von IFNa auf die NTCP-Expression

NTCP wurde 2012 als zugehdriger Rezeptor fiur HBV und HDV identifiziert (Yan et al. 2012)
und ist seitdem immer wieder von hohem Interesse in der medizinischen Forschung gewe-
sen. Einerseits dient die Identifizierung des Rezeptors einem besseren Verstandnis des
Lebenszyklus von HBV und HDV und ermoglicht zum Beispiel den Einsatz von entspre-
chend modifizierten Tumorzellen, anderseits hilft sie bei der Entwicklung neuer Therapien
(Heuschkel et al. 2021, Yan et al. 2012). Bereits 2020 wurde in Europa das erste HDV-
spezifische Medikament zugelassen, Bulevirtid, welches als Entry-Inhibitor eine kompetitive
NTCP-Hemmung erzeugt und so eine Verbreitung von HDV verhindert (EMA 2024). Der-
zeit wird es in den Leitlinien der AASLD, EASL und DGVS zur Behandlung der chronischen

Hepatitis D auch in Kombination mit einem NUC oder IFNa empfohlen.

Allgemein wird die NTCP-Expression von der vorhandenen Gallensdurekonzentration und
von verschiedenen Hormonen beeinflusst, und auch die Ausschittung von Zytokinen wie
TNFa oder verschiedenen Interleukinen fuihrt zu einer Downregulation des Rezeptors in
Nagetieren Uber Hemmung des Transkriptionsfaktors HNF4a (englisch: hepatocyte nuclear
factor 4 alpha) (Appelman et al. 2021). In der Folge fuhrt beispielsweise Interleukin-6 zu
einer deutlichen Reduktion des HBV-Eintritts in die Zelle Giber Reduktion der NTCP-Expres-
sion (Bouezzedine et al. 2015). Auch der Verlust der hepatozytaren Dedifferenzierung in
Zellkultur und die Proliferation von PHHs geht mit einer NTCP-Downregulation und mog-
licherweise Translokation des Rezeptors in das Zytoplasma des Hepatozyten einher, was
ihn als HBV-Eintrittsrezeptor untauglich macht, und tragt so zur Bekédmpfung einer HBV-
Infektion bei (Yan et al. 2019). Auch bei HBV-infizierten Patient:innen wurde eine NTCP-
Downregulation bei besonders starker histologisch nachgewiesener Entzindung und somit

kompensatorischer Leberzellproliferation beobachtet (Yan et al. 2019), wohingegen bei
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anderen Lebererkrankungen wie der nicht-alkoholischen Steatohepatitis oder primarer bili-
arer Cholangitis im Endstadium NTCP hochreguliert wird (Zhao et al. 2021).

Zu der Frage ob und falls ja inwiefern die Expression von NTCP durch eine HDV-Infektion
an sich oder die Behandlung mit IFNa beeinflusst wird, findet sich in der Literatur aktuell
keine Studie, die diese Fragestellung hinreichend beantwortet. Wahrend Allweiss et. al kei-
nen Unterschied der NTCP-Expression in HDV-infizierten Patient:innen nach Bulevirtid-
und NUC-Behandlung finden konnten (Allweiss et al. 2024), stellten Giersch et al. eine
Reduktion der Expression um das 3- bis 4-Fache durch IFNa-Therapie in HDV-infizierten
USG-Mausen fest (Giersch et al. 2023).

In dieser Arbeit wurden beziglich der NTCP-Expression nicht ganz eindeutige Daten erho-
ben. Wahrend es in HDV-1p-superinfizierten und der HDV-monoinfizierten PHHSs jeweils zu
einem Erhalt der NTCP-Expression auf Ausgangsniveau durch IFNa-Behandlung und um-
gekehrt zu einem Abfall der Expression in den unbehandelten Zellen kam, fand sich in koin-
fizierten Zellen eine Reduktion der Expression durch IFNa. Trotz unterschiedlicher Tenden-
zen kam es also in allen Versuchen zu einer Veranderung der Expression durch IFNa. In-
wiefern IFNa auch bei Patient:innen eine Veranderung der NTCP-Expression erzeugt, ist
in der gegenwartigen Literatur nicht dokumentiert, ware aber denkbar und wirde dazu pas-
sen, dass NTCP von pro-inflammatorischen Zytokinen herunterreguliert wird (Le Vee et al.
2009), die wiederum im Rahmen der HDV-Infektion durch IFNa verstarkt induziert werden
(Giersch et al. 2017). Zum synergistischen Effekt bei der kombinierten Behandlung mit
IFNa und Bulevirtid (Asselah und Rizzetto 2023), die gemeinsam eine hohere Reduktion
der HDV-RNA erreichen (Asselah et al. 2021, Bogomolov et al. 2016, De Ledinghen et al.
2021, Lampertico et al. 2022), kdnnte die Reduktion der NTCP-Expression ebenfalls bei-
tragen. Falls also IFNa NTCP in HDV-infizierten Hepatozyten wirklich herunterreguliert,
kame dies dem Wirkmechanismus von Bulevirtid als NTCP-Inhibitor und somit Eintrittshem-

mer fur HBV und HDV entgegen.

Insgesamt erscheint eine IFNa-vermittelte Reduktion der NTCP-Expression, wie sie im
Rahmen der Koinfektion beobachtet werden konnte, logischer als eine Hochregulierung
und wirde zu den Ergebnissen von Giersch et al. aus HDV-infizierten Mausen passen
(Giersch et al. 2023). Interessanterweise kam es zu einem starkeren Abfall der NTCP-
Expression in unbehandelten HDV-1p-infizierten PHHs als in den HDV-1cc-infizierten Zel-
len, was die These unterstitzen wirde, dass eine NTCP-Reduktion allgemein mit einem
besseren Therapieansprechen auf IFNa assoziiert ist, wie es fir HDV-1p im Vergleich zu
HDV-1cc der Fall zu sein scheint. Gegen diese Theorie spricht jedoch, dass sowohl in ko-
als auch superinfizierten PHHSs eine deutliche Reduktion der HDV-Viruslast durch IFNa ein-

trat, hier jedoch unterschiedliche Effekte in Bezug auf die NTCP-Expression vorlagen. Die
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Diskordanz der Ergebnisse in dieser Arbeit kdnnte mdglicherweise durch Stress in Zellkultur
oder andere unbekannte Einflussfaktoren der jeweiligen Versuchsaufbauten zurlickgefuhrt
werden. Auch ein NTCP-Verlust durch eine Dedifferenzierung, die in PHHs in Zellkultur
nach einiger Zeit auftritt (Lee et al. 2023) und auf die IFNa moéglicherweise zusatzlich Ein-
fluss nehmen kdnnte, ware eine mogliche Erklarung. Wie aussagekraftig die Daten hierzu
aufgrund der fehlenden Reproduzierbarkeit sind, bleibt fraglich und sollte bei der Interpre-

tation der Ergebnisse berucksichtigt werden.

Insgesamt ist die Theorie einer IFNa-induzierten Reduktion von NTCP durch IFNa also nur
eine Hypothese und musste in Folgeexperimenten und besser noch in Leberbiopsien von
HDV-infizierten Patient:innen nach IFNa-Behandlung genauer untersucht werden. Ergan-
zend ware zur weiteren Einschatzung der NTCP-Regulation zum Beispiel auch die Mes-

sung des Transkriptionsfaktors HNF4a sinnvoll.

5.4 Zusammenfassung der Wirkungsweise von IFNa bei HDV-Infektion

Die abschliellende Antwort, wie genau IFNa im Rahmen einer HDV-Infektion wirkt, ist der-
zeit nicht geklart und wiederholt Forschungsgegenstand der aktuellen Literatur. Bei Pati-
ent:innen kommt es nur in weniger als einem Drittel zu einer anhaltenden Virussuppression
durch IFNa (Abdrakhman et al. 2021), wobei die genauen Mechanismen oder Griinde fur
das Nichtansprechen nicht hinreichend geklart sind. IFNa ist ein Immunmodulator und er-
zeugt eine antivirale Antwort Uber Aktivierung einer Immunantwort Gber den JAK-STAT-
Signalweg (Pestka et al. 2004) sowie durch Induktion verschiedener ISGs (Giersch et al.
2017). 1SGs konnen in verschiedene Bereiche viraler Lebenszyklen wie Zelleintritt oder
Transport zum Zellkern eingreifen und tragen so zur antiviralen Antwort des Immunsystems
bei (Schoggins 2019). Han et al. stellten durch IFNa-Behandlung von PHHs rund um den
Infektionszeitpunkt auBerdem fest, dass IFNa insbesondere die friilhen Schritte im HDV-
Lebenszyklus beeinflusst und primar den Viruseintritt in die Zelle und die Reinfektion ande-
rer Hepatozyten sowie den Beginn der Virusreplikation hemmt (Han et al. 2011). Zhang et
al. wiesen zudem eine Zellteilungs-vermittelte Wirkung von IFNa im Rahmen der HDV-In-
fektion nach, wohingegen sie in nicht proliferierenden Zellen keinen Effekt von IFNa fanden
(Zhang et al. 2022). Dies liege mdglicherweise an der Destabilisierung der HDV-RNA, die
normalerweise im Zellkern repliziere, wahrend der Zellteilung jedoch aufgrund der Aufl6-
sung der Kernmembran nicht mehr vor einem Abbau durch zellulare Nukleasen geschutzt
werden koénne (Zhang et al. 2022). Gleichzeitig beobachteten sie eine starke, rein HDV-
vermittelte intrinsische Interferonantwort, die wiederum invers mit der Resonanz auf exogen
verabreichtes IFNa korrelierte. Daraus leiteten sie die Hypothese ab, dass die intrinsische

Interferonantwort bei hoher Viruslast bereits zu einer Sattigung der Signalkaskaden und
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somit Unwirksamkeit von therapeutisch zugefiihrtem IFNa fuhrt, welches die gleichen Kas-
kaden anstoi¥t, und die HDV-Infektion somit resistent gegenuber IFNa werde (Zhang et al.
2022). Die gleiche These wurde auch von Chida et. al aufgestellt, bei denen die HDV-indu-
zierte hepatische Interferonantwort zu einer Refraktaritat von exogenem IFNa fiihrte (Chida
et al. 2023). Umgekehrt wirde dies im klinischen Kontext bedeuten, dass insbesondere
Patient:innen mit niedrigen HDV-Titern und somit geringer HDV-induzierter Interferonsek-
retion von der Therapie mit IFNa profitieren kdnnten, was auch in mehreren klinischen Stu-

dien beobachtet werden konnte (Zhang et al. 2022).

Fasst man die Annahmen beziglich der Wirkung von exogen verabreichtem IFNa auf HDV
zusammen, ergibt sich neben der Erzeugung einer allgemeinen antiviralen Antwort Uber
Signalkaskaden des angeborenen Immunsystems mit ISG-Induktion auRerdem die Hem-
mung in frihen Teilen des HDV-Lebenszyklus und eine Degradierung der HDV-RNA im
Rahmen der Zellteilung. Insbesondere die beiden letztgenannten Wirkungsweisen wirden
zu der Beobachtung passen, dass ein synergistischer Effekt bei der Kombinationstherapie
von IFNa und Bulevirtid beziehungsweise IFNA und Lonafarnib, einem Farnesyl-Trans-
ferase-Inhibitor, der den Zusammenbau von HDV mit HBsAg und so die Sekretion infektio-
ser HDV-Viren verhindert (Koh et al. 2015), auftritt (Koh et al. 2020, Wedemeyer et al.
2020). Eine Erklarung fir dieses Phanomen ware also die Hemmung der extrazellularen
HDV-Ausbreitung durch Bulevirtid und Lonafarnib und Hemmung der Zellteilungs-vermittel-
ten HDV-Ausbreitung durch Interferone (Zhang et al. 2022).

Das Ziel dieser Arbeit war es, den HDV-1p-Virusstamm, der im Patienten zuvor ein anhal-
tendes Ansprechen auf eine Behandlung mit peg-IFNa gezeigt hatte, weiter zu charakteri-
sieren und sein Ansprechen auf IFNa in vitro zu testen. Hierbei fand sich sowohl im Rahmen
der Ko- als auch der Superinfektion eine starke Reduktion der Viruslast im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen. Wahrend die These von Han et. al, dass IFNa die friihen Schritte
im HDV-Lebenszyklus und somit auch die an der HDV-Ausbreitung beteiligten Schritte
hemmt (Han et al. 2011), zu der Beobachtung bei der HDV-Superinfektion passt, in der es
bis zum Ende des Versuches zu einem anhaltenden HDV-Spreading kam und dies durch
IFNa erheblich abgebremst wurde, ist dies nicht auf die Ergebnisse der koinfizierten Zellen
Ubertragbar. In diesen kam es auch in unbehandelten Kontrollen zu keiner weiteren Virus-
ausbreitung (weder intra- noch extrazellular zeigte sich ein Anstieg der HDV-Parameter)
nach Beginn des Experimentes, was dadurch erklart werden kénnte, dass die PHHs zum
Zeitpunkt der Isolation bereits Uber mehrere Wochen stabil infiziert waren. Dennoch wiirde
die Hypothese, dass IFNa allgemein an Schritten im HDV-Lebenszyklus ansetzt, die fir das
extrazellulare HDV-Spreading verantwortlich sind, erklaren, warum sich in der HDV-Mo-
noinfektion in kryokonservierten PHHs kein Effekt in Bezug auf eine Reduktion der HDV-

RNA zeigte, obwohl es sich um den gleichen Virusstamm handelte und obwohl auch hier
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eine starke ISG-Induktion durch IFNa beobachtet werden konnte. Da HDV zum Erhalt sei-
ner Hille und somit zur Sekretion aus einem Hepatozyten und Reinfektion neuer Hepato-
zyten HBV als Helfervirus bendtigt (Sureau und Negro 2016), wirde die Abwesenheit von
HBV in diesem Versuchsaufbau und das somit fehlende extrazellulare HDV-Spreading die

ausbleibende Wirkung von IFNa in Teilen erklaren.

Die Theorie von Zhang et al. bezuglich einer Zellteilungs-vermittelten Wirkung von IFNa
scheint in der Versuchskonstellation dieser Arbeit hingegen eher nicht anwendbar zu sein
(Zhang et al. 2022), da bei PHHSs in vitro eine Proliferation und somit Zellteilung weitestge-
hend ausbleibt (Lee et al. 2023). Die Messung verschiedener Parameter, die Hinweise auf
die Zellzahl liefern kénnen, wie humanes beta-Globin, die Menge der Gesamt-RNA und
eine visuelle Darstellung der PHHs mittels Lichtmikroskopie, bestétigte dies. Ein Zelltei-
lungs-vermittelter Effekt ist naturlich trotzdem durchaus méglich und die Darstellung eines
Proliferationsmarkers wie ki-67 ware zum sicheren Ausschluss erganzend sinnvoll gewe-
sen. Die Wirkung von IFNa auf HDV-1p lasst sich so jedoch nicht ausreichend erklaren.
Andererseits scheint die Hypothese, dass eine starke intrinsische HDV-induzierte Immun-
antwort zu einer abgeschwachten Wirkung von exogen verabreichtem IFNa fihren kdnnte
(Chida et al. 2023, Zhang et al. 2022), moéglicherweise auf den ausbleibenden Effekt von
IFNa in der HDV-1cc-Monoinfektion zuzutreffen. Wahrend es bei Vergleich der Monoinfek-
tion mit den beiden Virenstdmmen bei der HDV-1cc-Infektion zu einer héheren ISG-Induk-
tion zu Beginn des Versuches kam und hier eine Reduktion der HDV-Viruslast ganzlich
ausblieb, 16ste die IFNa-Gabe bei der HDV-1p-Infektion zwar nur eine sehr schwache und
nicht signifikante, aber dennoch vorhandene Reduktion der HDV-RNA aus. Eine HDV-1cc-
induzierte starkere endogene Interferonantwort und folglich Erschépfung der IFN-Signal-
kaskaden konnte das unterschiedliche Ansprechen der beiden Virenstamme auf IFNa er-
klaren. Allerdings fand sich auch in ko- und superinfizierten Zellen bei Nutzung von HDV-
1p eine starke intrinsische ISG-Induktion von ISG15, Mx1, CXCL10 sowie Stat1 und in koin-
fizierten PHHSs trat die vermeintliche Induktion von HLA ein, obwohl es hier zu einer Vi-
russupprimierung kam. Eine Gegenuberstellung der 1ISG-Induktion bei HDV-1p und HDV-
1cc infizierten Hepatozyten im Beisein von HBV koénnte mdglicherweise zum genaueren

Verstandnis des Wirkmechanismus beitragen.

Eindeutige, reproduzierbare Belege dafir, dass IFNa mdglicherweise einen Zelltod infizier-
ter Hepatozyten ausldsen kann, finden sich in der Literatur derzeit nicht. Eine Arbeitsgruppe
diskutiert erhdhte hepatische Zelltod-Parameter in einer klinischen Studie nach Gabe von
peg-IFNa, die jedoch letztlich am ehesten im Rahmen einer IFNa-induzierten HDV-RNA-
Suppression mit reaktiver Zunahme der HBV-Replikation interpretiert wird (Anastasiou et

al. 2021). In einer anderen Studie mit HBV-infizierten humanisierten Mausen wurde eben-
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falls die Theorie eines IFNa-vermittelten Zelltodes Uber die Reduktion der sogenannten un-
folded protein response (UPR) aufgestellt, ein physiologischer Schutzmechanismus, wel-
cher eine pathologische Proteinsynthese verringern beziehungsweise Abbau, Faltung und
Sekretion entsprechender Proteine fordert und dessen Ausfall zu einem entsprechend er-
hoéhten zelluldaren Stress mit anschlieRendem Zelltod fuhrt (Baudi et al. 2021). Folgt man
diesen Beobachtungen, ware es also denkbar, dass die Reduktion der HDV-RNA durch
Behandlung mit IFNq, die in dieser Arbeit in ko- und superinfizierten PHHs in vitro gezeigt
werden konnte, lediglich auf einen Verlust vitaler HDV-infizierter Zellen zurtickzufihren
ware. Anderseits wurde in anderen Studien, beispielsweise nach peg-IFNa-Behandlung hu-
manisierter HBV- und HDV-infizierter Mause, eine IFNa-induzierte Apoptose widerlegt (Du-
ehren et al. 2024, Giersch et al. 2023) und auch in dieser Arbeit konnte kein eindeutiger
IFNa-assoziierter Zelltod nachgewiesen werden, sodass dieser Erklarungsansatz kein aus-

schlaggebener Faktor zu sein scheint.

Und selbst wenn es zu einer leichten Reduktion der Zellzahl aufgrund einer IFNa-induzier-
ten Apoptose gekommen ware, wirde diese eine so starke Reduktion der Viruslast um bis
zu 98 %, wie sie im Rahmen der Koinfektion nach 14-tadgiger Behandlung auftrat, nicht
wirklich erklaren und macht einen solchen Wirkmechanismus ebenfalls unwahrscheinlich.
Wie bereits ausfihrlich in Abschnitt 4.3. erlautert, scheint IFNa auch Einfluss auf die NTCP-
Expression zu nehmen, was ebenfalls zu der These von Han et al. passt, dass IFNa insbe-
sondere die friihen Schritte des HDV-Lebenszyklus hemmt (Han et al. 2011), die mit der
extrazelluldaren HDV-Ausbreitung assoziiert sind. Allerdings waren die Ergebnisse in dieser
Arbeit diesbezuglich widerspriichlich und nicht ausreichend signifikant, um hier eine sichere
Schlussfolgerung zuzulassen. Dennoch koénnte eine IFNa-getriggerte NTCP-Reduktion,
wie sie auch zuvor in vivo beobachtet werden konnte (Giersch et al. 2023), ein mdglicher
zusatzlicher Wirkungsmechanismus von IFNa in Bezug auf die HDV-Infektion sein und
wirde den synergistischen Effekt bei Kombination von IFNa mit Bulevirtid ebenfalls erkla-

ren.

Zuvor konnte ein unterschiedliches Ansprechen auf IFNa in verschiedenen HDV-Genoty-
pen beobachtet werden. Wahrend HDV-3 beispielsweise regelhaft gut auf die Behandlung
mit IFNa anspricht (Borzacov et al. 2016) und auch HDV-5 eine vergleichsweise gute
Resonanz zeigt (Spaan et al. 2020), sind die Antwortraten bei anderen Genotypen eher
gering. Die unterschiedlichen HDV-Genotypen haben jeweils eine Sequenzhomologie von
Uber 80 %, die verschiedenen Subgenotypen sogar von tber 84 %, wobei HDV-1 die grofite
intragenotypische genetische Heterogenitat aufweist (Le Gal et al. 2017). Das unterschied-
liche Ansprechen auf die Therapie mit IFNa, das diese Arbeit in Bezug auf den neuen Vi-
russtamm HDV-1p verdeutlicht, unterstreicht die Hypothese, dass moglicherweise ein noch

unbekannter Teil des HDV-Genoms, der bei den verschiedenen Genotypen, Subgenotypen
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und letztlich auch einzelnen Virenstammen variiert, fir das Ansprechen auf IFNa (mit)ver-

antwortlich ist.

Wahrend sich fir HDV-1cc in vitro und in vivo zuvor nie ein dauerhaftes Ansprechen auf
IFNa gezeigt hatte (Chang et al. 2006, Chida et al. 2023, Han etal. 2011, llan etal. 1992,
Lempp et al. 2019, McNair et al. 1994, Ye et al. 2019, Zhang et al. 2018) und dies
jahrelang zu der Annahme fiihrte, dass HDV in spateren Infektionsstadien generell resistent
gegen IFNa zu sein scheint, konnte in dieser Arbeit eine deutliche IFNa-induzierte Reduk-
tion der HDV-RNA bei Infektion mit dem neuen Virusstamm HDV-1p in ko- und superinfi-
zierten PHHs demonstriert und somit die Annahme einer IFNa-Sensitivitat von HDV-1p, die
sich zuvor auch in vivo gezeigt hatte (Giersch et al. 2017), bekraftigt werden. HDV-1p
wurde bereits im Vorfeld dieser Dissertation sequenziert (Hendricks 2022) und mit HDV-
1cc verglichen, wobei hier kein eindeutiger Hinweis auf die ursachliche Sequenz fur die
IFNa-Resistenz von HDV-1cc gefunden werden konnte (Giersch et al. 2023). HDV-1p
wurde bislang keinem HDV-1-Subgenotyp zugeordnet und ebenso wenig findet sich in der
Literatur eine Angabe hierzu fir den HDV-1cc-Virusstamm. Mdglicherweise kénnten ein
abschlielender Vergleich des Genoms von HDV-1p und HDV-1cc und die Gegenuberstel-
lung mit weiteren Virenstdmmen vom Genotyp 1 in Korrelation zu dessen Ansprechen auf
IFNa gesetzt werden und einerseits zum besseren Verstandnis des HDV-Lebenszyklus bei-
tragen sowie anderseits Hinweise auf den viralen Mechanismus der Umgehung eines the-
rapeutischen Effektes von IFNa liefern und weitere Wirkungsweisen von IFNa aufdecken.
Sollte es gelingen, den Ursprung der IFNa-Resistenz im HDV-Genom zu finden, ware dies
ein erheblicher Fortschritt fur die evidenzbasierte Medizin, welche es potenziell ermdglichen
wirde, Patient:innen zukuinftig bereits vor Therapiebeginn eine Prognose Uber das Anspre-
chen auf IFNa geben zu kénnen oder die Therapie etwa individuell anzupassen und ent-
sprechend IFNa-basiert oder eher nur mit Alternativen wie beispielsweise Bulevirtid durch-
zufihren. So kénnte man Nebenwirkungen von IFNa vermeiden und gleichzeitig eine ziel-

gerichtetere und vielversprechendere Therapie vornehmen.

5.5 Relevanz der Arbeit und Ausblick

Die Etablierung eines Zellkulturmodelles als Schnittstelle zwischen in vivo- und in vitro- Ex-
perimenten mit stabil koinfizierten PHHs und die Charakterisierung des neuen Virusstam-
mes HDV-1p kénnten die Grundlage fir eine zielgerichtete Forschung bieten, die sich mit
der Interaktion zwischen HDV und dem angeborenen Immunsystem sowie den Wirkmecha-
nismen von IFNa im Rahmen einer HDV-Infektion beschéftigt. Sowohl das Zellkulturmodell

als auch HDV-1p kdnnen dabei auch von anderen Forschungsgruppen genutzt werden und
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erweitern das Repertoire und die Moglichkeiten der derzeitigen technischen Methoden, um

beispielsweise auch andere Medikamente zu testen.

Diese Arbeit hat zudem gezeigt, dass es sinnvoll ist, zuklnftig verschiedenen Virenstamme
auch bei gleicher Fragestellung einzusetzen, um virusspezifische Unterschiede starker her-
auszuarbeiten. Bis auf wenige Ausnahmen wurden in den letzten Jahren die meisten Ver-
suche mit Fragestellung nach Wirkweise von IFNa allein mit HDV-1cc durchgefiihrt. Alle
derzeit kursierenden Theorien und Hypothesen Uber die Wirkweise von IFNa bei HDV-In-
fektion basieren somit auf dem gleichen Virusstamm, der etwas unklaren Verhaltnissen
[Klonierung in Zellkultur und mehrmalige Transmission in Schimpansen, letztlich Isolation
aus der Leber eines Waldmurmeltieres (Kuo et al. 1988)] entstammt. Da diese Arbeit Un-
terschiede zwischen HDV-1p und HDV-1cc in Bezug auf das IFNa-Ansprechen aufzeigt, ist
durchaus denkbar, dass auch in anderen Bereichen Unterschiede bestehen, zum Beispiel
in Bezug auf Lebenszyklus, Immunantwort oder Interaktion mit HBV, und dass die bisher
getroffenen Annahmen nicht von einem auf den anderen Virusstamm ubertragbar sind.
Sinnvoll kénnte daher auch die Isolation von Virenstdmmen aus Patient:innen sein, die -
wie bei dem Patienten, aus dem HDV-1p ursprunglich isoliert wurde - ein gutes Ansprechen
auf IFNa zeigten, um diese folglich mit HDV-1p und HDV-1cc zur Aufdeckung einer ursach-
lichen Sequenz im Genom des jeweiligen Virus zu vergleichen. Auch ein Vergleich des
Ansprechens auf andere Interferone oder Medikamente in verschiedenen Virenstammen

konnte weitere hilfreiche Erkenntnisse liefern.

Bei der Bewertung der Ergebnisse ist jedoch zu bedenken, dass die geschilderten techni-
schen Probleme (zum Beispiel geringe Zellzahl im Rahmen der Leberzellisolation, keine
Baseline bei Koinfektion und somit fehlende Erkenntnisse, wie sich Viruslast in ersten 7
Tagen nach IFNa-Gabe verandert), die teils fehlende Signifikanz der Ergebnisse (lediglich
Triplikate je Bedingung, teils grof3e Streubreite, fehlende Reproduzierbarkeit) oder ihre ge-
legentliche Widerspruchlichkeit (NTCP-Regulation durch IFNa) teilweise zu Einschrankun-
gen fur die Interpretation oder Verallgemeinerung der Erkenntnisse fihren und zunachst
weitere Forschungen erfordern. Da alle durchgefiihrten Versuche zudem unter Ausschal-
tung beziehungsweise Abwesenheit einer adaptiven Immunantwort stattfanden, diese aber
bei Patient:innen durchaus Einfluss auf die Wirkweise von IFNa nehmen koénnte, sind die
Erkenntnisse aus den Versuchsreihen von den praklinischen Bedingungen moglicherweise

nur bedingt auf die medizinische Praxis Ubertragbar.
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6. Zusammenfassung

Pegyliertes Interferon alpha (peg-IFNa) wird zur Behandlung der chronischen Hepatitis D
aufgrund mangelnder Alternativen aktuell weiterhin eingesetzt, fuhrt jedoch nur bei weniger
als einem Drittel aller Patient:.innen zu einer anhaltenden Virussuppression. In verschiede-
nen Zellkultur- und Mausexperimenten wurde zudem immer wieder eine Resistenz seitens
HDV gegenuber IFNa festgestellt. Dabei wurde jedoch stets der gleiche Virusstamm vom
Genotyp 1 (HDV-1cc) verwendet. Ein neuer Virusstamm vom Genotyp 1 (HDV-1p) hinge-
gen, der aus einem Patienten isoliert wurde, bei dem spater eine anhaltende HDV-Supp-
ression durch peg-IFNa erreicht wurde, zeigte in humanisierten Mausen ein gutes Anspre-
chen auf IFNa. Dieser Virusstamm wurde im Folgenden sequenziert, kloniert und das An-
sprechen von HDV-1p auf IFNa im Vergleich zu HDV-1cc in humanisierten Mausen getes-
tet, wobei erneut eine starke Reduktion der Viruslast eintrat. Ziel dieser Dissertation war es,
das Ansprechen von HDV-1p in Zellkultur zu Uberprifen und den neuen Virusstamm weiter
zu charakterisieren.

Dafir wurde zunachst ein neues Zellkulturmodell verwendet, in dem in vivo stabil HBV- oder
HBV/HDV-1p-infizierte PHHSs isoliert, dann im Falle der HBV-Monoinfektion in vitro mit
HDV-1p superinfiziert und schlieBlich fir bis zu 14 Tage mit IFNa behandelt wurden. Hierbei
zeigte sich in koinfizierten Zellen eine deutliche Reduktion der intra- und extrazellularen
HDV-Viruslast um bis zu 98% durch IFNa und in superinfizierten Zellen konnte das HDV-
Spreading um bis zu 91% gebremst werden. Im anschlieRenden direkten Vergleich der
HDV-1p- und HDV-1cc-Monoinfektion im Rahmen eines herkdmmlichen PHH-Versuches
mit kommerziell erhaltlichen PHHs konnte fir beide Virenstdmme hingegen kein eindeuti-
ges Ansprechen auf IFNa festgestellt werden. HDV-1p flhrte in allen Versuchssettings zu
einer starken Antwort des angeborenen Immunsystems und somit Induktion verschiedener
ISGs (Mx1, ISG15, Stat1, CXCL10, HLA), welche durch Gabe von IFNa weiter verstarkt
wurde. Im direkten Vergleich in der Monoinfektion 16ste HDV-1cc eine etwas starkere ISG-
Induktion aus als HDV-1p.

Wahrend die genauen Wirkmechanismen von IFNa im Rahmen der HDV-Infektion derzeit
nicht abschlieend geklart sind, zeigt diese Arbeit das Ansprechen auf IFNa eines neuen
Virusstammes im Kontrast zu den multiplen vorherigen Zellkulturversuchen mit HDV-1cc
und hebt die Notwendigkeit hervor, zukilnftig weitere Virusstdmme genauer zu charakteri-
sieren und in der Forschung einzusetzen. Der Vergleich der Sequenzen unterschiedlicher
Virusstamme konnte neue Erkenntnisse Uber Resistenzmechanismen und die Wirkweise
von IFNa im Rahmen der HDV-Infektion liefern. Daflr kdnnte auch das neue Zellkulturmo-
dell, welches insbesondere den Vorteil einer stabilen HBV/HDV-Koinfektion bietet, genutzt

werden.
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5. Summary

Pegylated interferon alpha (peg-IFNa) is often used as standard treatment for chronic hep-
atitis D due to a lack of alternatives, but only leads to sustained viral suppression in less
than a third of all patients. In various cell culture and mouse experiments, HDV proofed to
be resistant to IFNa treatment. However, the same virus strain of genotype 1 (HDV-1cc)
was used in all these experiments. In contrast, a new genotype 1 viral strain (HDV-1p),
which was isolated from a patient who later achieved sustained HDV suppression by peg-
IFNa, showed a good response to IFNa in humanized mice. This viral strain was subse-
quently sequenced, cloned and the response of HDV-1p to IFNa compared to HDV-1cc was
tested in humanized mice, again showing a strong reduction in HDV viral loads. The aim of
this work was to test the response of HDV-1p in cell culture and to further characterize the
new virus strain.

For this purpose, a new cell culture model was used in which already in vivo stably HBV- or
HBV/HDV-1p-infected PHHs were isolated, in case of HBV monoinfection superinfected
with HDV-1p and treated with IFNa for up to 14 days. In coinfected cells, IFNa decreased
the intracellular and extracellular HDV viral load up to 98 % and in superinfected cells, HDV
spreading was reduced by up to 91 %. However, in the subsequent direct comparison of
HDV-1p and HDV-1cc monoinfection in a conventional PHH experiment with commercially
available PHHSs, no clear virological response to IFNa was observed for either virus strain.
In all experimental settings, HDV-1p led to a strong response of the innate immune system
and thus induction of various ISGs (Mx1, ISG15, Stat1, CXCL10, HLA), which was further
enhanced by administration of IFNa. In a direct comparison in monoinfection, HDV-1cc trig-
gered a slightly stronger ISG induction than HDV-1p.

While the exact mechanisms of action of IFNa in the context of HDV infection currently
remain elusive, this work shows the response to IFNa of a new strain of virus in contrast to
multiple previous cell culture experiments with HDV-1cc and highlights the need to charac-
terize further virus strains more precisely and use them in future research. Comparing the
sequences of different virus strains could provide new insights into resistance mechanisms
and the mode of action of IFNa in the context of HDV infection. For this purpose, the new
cell culture model could be used, especially offering the advantage of a stable HBV/HDV

coinfection.
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